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Abkürzungsverzeichnis
AIF apoptoseinduzierender Faktor
ANF atrialer natriuretischer Faktor
Ang II Angiotensin II
AP-1 activating protein 1
Apaf-1 apoptotic protease activating factor 1
ASD Atrium-Septum-Defekt
AST Aspartat-Aminotransferase
Bak proapoptotisches Protein (Bax subfamily)
Bcl-xL antiapoptotisches Protein (Bcl-2 Mitglied)
BNP brain natriuretic peptide; B-Typ natriuretisches Peptid
Ca++ Calcium
cDNA komplementäre Desoxyribonukleinsäure
c-Fos ein Protoonkogen
CT-1 Cardiotrophin 1
ECM extrazelluläre Matrix
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
EKG Elektrokardiogramm
ERK extracellular signal-related kinases
FasL apoptosevermittelnder Fas Ligand
GMP Guanosinmonophosphat
Hf Herzfrequenz
HIF-1 hypoxia-inducible factor 1
HLM Herz-Lungen-Maschine
HO-1 Hämoxygenase-1 (= Hsp32)
Hsp32 Hitzeschockprotein 32 (= HO-1)
Hsp70 Hitzeschockprotein 70
Hsp90 Hitzeschockprotein 90
IGF-1 insulin-like-growth factor 1
JNK c-Jun-N-terminalen Kinasen
Li-Re-Shunt Links-Rechts-Shunt
LVF Lungenvenenfehlmündung
MAD mittlerer arterieller Druck
MAPK mitogen-activated protein kinases
MMP Matrixmetalloproteinasen
p38 MAPK p38-mitogenaktivierte Proteinkinase
PDA persistierender Ductus arteriosus
PIIIP Prokollagen-III-Peptid
PKC Proteinkinase C
Abkürzungsverzeichnis 5
RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
RNA Ribonukleinsäure
ROS reactive oxygen species
RVP rechtsventrikulärer Druck
TGF tissue growth factor beta
TIMP tissue inhibitor of Matrixmetalloproteinasen
TNF tumor nekrose faktor alpha
VEGF vascular endothelial growth factor
VSD Ventrikel-Septum-Defekt
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1 Einleitung
Angeborene Herzfehler sind die häufigste Gruppe von kongenitalen Fehlbildungen. Die Inzi-
denz der kongenitalen Herzfehler wird mit ca. 1% aller Lebendgeborenen angegeben und sie
sind in den westliche Industrienationen die vierthäufigste Ursache der Kindersterblichkeit. Ihre
klinische Bedeutung liegt daher in ihrer hohen Letalität [1].
Herzfehler führen zu Veränderungen der Hämodynamik und Sauerstoffsättigung, wobei chro-
nische hämodynamische Fehlbelastungen und Hypoxämien Strukturveränderungen der Herz-
muskulatur verursachen [2]. Zu Beginn sind diese Strukturveränderungen noch partiell reversi-
bel, jedoch führen sie unter chronisch unphysiologischen Bedingungen zu irreversiblen Verän-
derungen des Myokards. Die Anpassungsmechanismen führen auf molekularer und zellulärer
Ebene zur Myokardhypertrophie, Fibrosierung und zum programmierten Zelltod (Apoptose)
und werden als myokardiales Remodeling bezeichnet [2]. Das myokardiale Remodeling kann
unter chronischer Überbelastung in eine irreversible dekompensierende Herzinsuffizienz mün-
den [3]. Die pathophysiologischen Mechanismen, die den Übergang von den kompensierenden
Strukturveränderungen in eine Herzinsuffizienz induzieren, sind noch nicht vollständig geklärt.
Opie et al. [3] postulieren 2006 in einer Hypothese, dass eine Herzinsuffizienz durch das Über-
wiegen von maladaptiven Mechanismen gegenüber adaptiven Mechanismen eingeleitet wird
[3]. Dabei werden folgende drei mögliche Ursachen genannt: Zum einen könnte ein Ungleich-
gewicht von Metalloproteinasen und ihren Inhibitoren mit einem vermehrten Abbau der extra-
zellulären Matrix einhergehen, wodurch die myokardiale Architektur nicht mehr aufrecht erhal-
ten werden kann. Desweiteren scheint chronischer oxidativer Stress durch vermehrten Zelltod
eine Dilatation des Myokards zu begünstigen oder eine permanente neurohumerale Aktivität
zur Aktivierung von maladaptiven Signalwegen und einer erhöhten Volumenbelastung zu füh-
ren, wodurch ein Circulus vitiosus zustande kommt [3]. Schlußfolgernd scheint die Apoptose,
in die alle maladaptiven Signalwege münden, der Schlüsselmediator für die durch eine Myo-
karddilatation entstehende Herzinsuffizienz zu sein.
In dieser Arbeit sollen die Einflüsse der Volumenmehrbelastung bei Kindern mit einem Atrium-
Septum-Defekt (ASD) auf den rechten Vorhof untersucht werden. Hierfür betrachten wir die
myokardiale Genexpression und die Signaltransduktion von pro- und antiapoptotischen Media-
toren in Myokardproben dieser Patienten. Unser Ziel ist, das myokardiale Remodeling bei Kin-
dern mit Volumenmehrbelastung detailierter zu charakterisieren, und die Aktivität von Apopto-
sefaktoren bei volumeninduzierter Hypertrophie im kindlichen Myokard zu beschreiben.
1.1 Angeborene Herzfehler
Innerhalb der Gruppe der Herzfehler werden die zyanotischen von den azyanotischen Anoma-
lien unterschieden. Zu den Ursachen von kardialen, zentralen Zyanosen zählen Herzfehler mit
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Rechts-Links-Shunt, wobei es zu einer systemischen Beimischung des venösen Blutes aus dem
rechten Herzen, unter Umgehung des kleinen Kreislaufes und deren Oxygenierung, über den
Shunt mit dem arteriellen Blut des linken Herzens kommt. Zu der Gruppe der zyanotischen
Fehlbildungen mit Rechts-Links-Shunt zählen z.B. die Fallotsche Tetralogie (TOF). Im Gegen-
satz dazu kommt es bei den azyanotischen Herzfehlern zu keiner Reduktion der Sauerstoffsät-
tigung des arteriellen Blutes, jedoch zu einer Volumenmehrbelastung des rechten oder linken
Herzens, da über einen Links-Rechts-Shunt eine Verbindung zwischen dem linken Hochdruck-
system zum rechten Niederdrucksystem herrscht, wodurch das Blut ins Gebiet mit dem ge-
ringen Widerstand strömt. Hierzu gehören vor allem der Atrium-Septum-Defekt (ASD) und der
Ventrikel-Septum-Defekt (VSD) .
1.2 Atrium-Septum-Defekt (ASD)
Vererbte Defekte des Vorhofseptums sind häufig und machen 7% der kongenitalen Herzfehler
aus [4]. Sie können an verschiedenen anatomischen Stellen des Vorhofsseptums auftreten, wo-
bei die Lokalisation des Defekts einem bestimmten Defekt in der Embryogenese entspricht. Ein
ASD kann isoliert oder kombiniert mit weiteren Herzfehlern auftreten. Die Größe des ASD ist
variabel, und die funktionalen Konsequenzen korrelieren mit der Lokalisation des Defekts, mit
seiner Größe und der Gegenwart oder Abwesenheit von weiteren Herzfehlern.
Abbildung 1: Schematische Darstellung des Herzes im Querschnitt.
Die linke Abbildung zeigt ein normales Herz, während die rechte Abbildungen ein Herz mit
einem ASD darstellt. Die Pfeile auf Vorhofebene stellen den Links-Rechts-Shunt schematisch
dar. RA: rechtes Atrium; RV: rechter Ventrikel; LA: linkes Atrium; LV: linker Ventrikel; AO:
Aorta; PA: Pulmonalarterie.
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Embryologie
Die Trennung der Vorhöfe beginnt in der fünften Gestationswoche. Das Septum primum ent-
wickelt sich aus dem kranialen Teil der entstehenden Vorhöfen und wächst kaudal in Richtung
der Endokardkissen, die zwischen den Vorhöfen und den Kammern liegen, wobei das Ostium
primum zwischen den Vorhöfen geschlossen wird.
Das Ostium secundum entwickelt sich im Septum primum. Das Ostium secundum wird vom
Septum secundum verdeckt, welches sich entlag des Septum primum auf der Seite der rechten
Vorhofsseite kaudalwärts entwickelt. Das Septum secundum trennt die Vorhöfe nicht komplett
voneinander. Es hinterlässt ein ovale Öffnung, das Foramen ovale, das vom Septum primum
linksatrial durch eine flexible Membran bedeckt, aber nicht verschlossen wird.
Im Föten wird das Foramen ovale durch den Druckgradienten zwischen dem rechten und linken
Vorhof offen gehalten. Der Druck im rechten Vorhof ist größer als im linken Vorhof und drückt
somit die flexible Membran des Septum primum zur Seite, wodurch der Fluss vom oxygenier-
ten Blut aus der Vena cava inferior in den linken Ventrikel gewährleistet ist. Unter der Geburt
kommt es durch die Lungenentfaltung zu einer Erniedrigung des Drucks im rechten Herzen. Zur
gleichen Zeit kommt es zu einer Erhöhung des peripheren Gefäßwiderstandes und des diastoli-
schen Druckes im linken Ventrikel und das Septum primum wird gegen das Septum secundum
gedrückt und der intraatriale Shunt unterbunden.
In ca. 70% der Individuen kommt es nach der Geburt zu einer stabilen Fusion des Septum pri-
mum mit dem Septum secundum und somit zu einem intakten Vorhofseptum. Das Relikt des
Foramen ovale wird dann als Fossa ovale bezeichnet. Ein signifikanter Teil der Bevölkerung be-
sitzt ein persistierendes Foramen ovale (PFO), das durch einen Druckgradientenänderung oder
eine Herzkatheteruntersuchung wieder eröffnet werden kann. Selten, bleibt nach der Septierung
auf Vorhofebene eine offene Verbindung bestehen, die dann als ASD bezeichnet wird.
ASD vom Secundum Typ
Der ASD vom Secundumtyp ist mit 70% aller ASDs besonders relevant und tritt bei Mädchen
zweimal häufiger aus als bei Jungen auf [5, 6]. Typische Lokalisation ist der Limbus der Fossa
ovalis. Multiple Defekte liegen als fenestrierte Membran des Foramen ovale vor. Die Defekte
variieren stark in ihrer Größe von kleiner als 3 mm bis zu größer als 20 mm.
Der ASD vom Secundumtyp kann mit anderen Defekten assoziiert sein. Bei einigen Patienten
tritt aufgrund einer Rechtsherzdilatation eine Verformung des linken Herzens auf, die zu einem
Mitralklappenprolaps führen kann [7, 8].
ASDs vom secundum Typ können eine familiäre Häufung zeigen oder ein Teil eines kongenita-
len Syndroms sein.
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1.3 Kompensationsmechanismen bei Volumenmehrbelastung
Das Vorliegen eines ASDs führt über den Links-Rechts-Shunt zu einer Volumenmehrbelastung
des rechten Herzens. Zur Vermeidung einer Rechtsherzüberbelastung werden Kompensations-
mechanismen aktiviert, die eine Steigerung des Schlagvolumens, der Herzfrequenz und Mus-
kelkontraktilität vermitteln. Bei den Kompensationsmechanismenwerden die funktionellen von
den neurohumeralen Mechanismen unterschieden.
1.4 Funktionelle Kompensationsmechanismen
1.4.1 Frank-Starling-Mechanismus (Länge-Kraft-Beziehung)
Der Frank-Starling-Mechanismus beschreibt den Zusammenhang zwischen myokardialer Vor-
dehnung und Kraftentwicklung. Eine Vermehrung des enddiastolischen Volumens führt zu einer
Erhöhung des Schlagvolumens in der darauffolgenden Systole [9].
1.4.2 Bowditch-Phänomen (Kraft-Frequenz-Beziehung)
Beim Herzgesunden führt eine Zunahme der Herzfrequenz zu einer Zunahme der Kontraktilität.
Diesem liegt eine Verkürzung der Diastole und eine damit einhergehende intrazelluläre erhöhte
Calcium-Konzentration zugrunde [9].
1.5 Neurohumerale Kompensationsmechanismen
1.5.1 Adrenerges Nervensytstem
Die Aktivierung des sympathischen Nervensystems bewirkt initial eine Steigerung der Herzfre-
quenz und Kontraktionskraft des Herzens. Mit zunehmender Herzinsuffizienz steigt der Plasma-
gehalt an Katecholaminen und korreliert mit einer Prognoseverschlechterung [9].
1.5.2 Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)
Bei einer Herzinsuffizienz kommt es zur Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
(RAAS). Dabei führt der RAAS-Effektor Angiotensin II zu einer Vasokonstriktion und somit
zu einer Blutdrucksteigerung. Zusätzlich erhöht das Aldosteron das Blutvolumen über eine
Natrium- und Wasserretention. Die Aktivierung der RAAS bei einer Herzinsuffizienz steuert
das Herzkreislaufsystem in einen Circulus vitiosus.
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1.5.3 Natriuretische Peptide (ANF, BNP)
Die kardialen natriuretischen Peptide sind die endogenen Antagonisten des RAAS und des sym-
pathischen Nervensystems. Sie fördern die Diurese und Natriurese, wirken vasodilatorisch und
besitzen eine antimitogene Wirkung auf die Herzgefässe. Das ANF und BNP wird vom Herzen
bei hämodynamischen Stress sezerniert. Erhöhte ANF-Werte liegen bei einer vermehrten Deh-
nung der Vorhöfe vor und eröhte BNP-Werte liegen bei einer vermehrten Dehnung der linken
Ventrikelwand vor, welche den Blutdruck, sowie den Elektolyt- und Volumenhaushalt regulie-
ren. Dabei können die natriuretischen Peptide vorübergehend eine Herzinsuffizienz kompensie-
ren.
1.6 Herzinsuffizienz
Die Herzinsuffizienz beschreibt einen Zustand, bei dem das Herz nicht mehr in der Lage ist, das
zur Aufrechterhaltung eines geeigneten Blutdruckes benötigte Herzminutenvolumen (HMV)
zur Verfügung zu stellen [9]. Die häufigste Ursache für eine Herzinsuffizienz im Kindesalter in
den westlichen Ländern sind die angeborenen Herzfehler[10].
Abbildung 2: Circulus vitiosus der chronischen Herzinsuffizienz
SNS: sympathisches Nervensystem; RAAS: Renin-Angiotensin-Aldosteron-System.
Quelle: Weil/ Schunkert, Clinical Research of Cardiology, Volume 95 Supplement 4, April
2006, Grafik: Cardio News [11].
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1.7 Myokardiales Remodeling
Das myokardiale Remodeling beschreibt Strukturveränderungen im Myokard als Reaktion auf
chronisch unphysiologische Belastungen, wie z.B. Volumen- und Drucküberbelastungen und
Hypoxie. Dabei kommt es zu Veränderungen auf zellulärer, interstitieller und molekularer Ebe-
ne [12], die zur Myokardhypertrophie (s.u.) mit Zellproliferation, Zellmigration und Apoptose
(s.u.) führen [13, 14].
Die Myokardzellen reagieren auf mechanischen Stress mit der sofortigen Induktion von Proto-
onkogenen (z.B. c-Fos, c-Jun und c-Myc) und Hitzeschockproteinen (Hsps), die aufgrund ihrer
zügigen Induktion als immediate-early genes bezeichnet werden. Des Weiteren folgt eine quan-
titative und qualitative Modulation der Genexpression und eine erhöhte Proteinsyntheserate im
Myokard [15].
Im Prozess des Remodeling spielen die kardiale Fibroblasten der extrazellulären Matrix (ECM)
eine Schlüsselrolle. Durch ihre Produktion von Wachstumsfaktoren und Zytokinen besitzen sie
eine auto- und parakrine Funktion. Zudem produzieren sie die ECM-Proteinen (z.B. hochmole-
kulare Kollagene, Proteoglykane, Glycosaminoglykane und Glycoproteine), Proteinasen (z.B.
MMPs) und ihre Inhibitoren (TIMPs) und haben somit maßgeblichen Einfluss auf das myokar-
diale Gerüst [14]. Die Interaktion der Fibroblasten, Kardiomyozyten und immunkompetenten
Zellen sind für das Fortschreiten des myokardialen Remodeling von entscheidender Bedeutung
[14]. Aufgrund der starken Interaktion zwischen den Kardiomyozyten und der ECM kommt es
zum gleichzeitigen Auftreten einer Hypertrophie und Fibrosierung des Myokards [16].
Makroskopisch treten Veränderungen der Größe sowie der Herzform auf, dabei werden drei ver-
schiedene Muster unterschieden. Zum Einen das konzentrische Remodeling, dass durch Druck-
überbelastung eine Kardiomyozytenverdickung verursacht. Daneben das exzentrische Remo-
deling, das bei Volumenüberbelastung zur Kardiomyozytenverlängerung führt und zuletzt eine
Mischung aus einer konzentrischen und exzentrischen Hypertrophie, dass z.B. nach einemMyo-
kardinfarkt mit Dilatation im ischämischen Areal und einer kompensatorischer Hypertrophie im
unbeschädigten Myokard auftreten kann [3].
Unter physiologischen Bedingungen dienen diese durch hämodynamische Belastung ausgelö-
sten Effekte zur Aufrechterhaltung der normalen Herzfunktion. Unter pathologischen Bedin-
gungen bewirken diese Prozesse durch maladaptives Wachstum eine vermehrte Apoptose, wo-
durch die initiale Myokardhypertrophie in eine Herzinsuffizienz münden kann [3].
1.7.1 Prokollagen-III-peptid (PIIIP)
Das Prokollagen Typ III wird in den Fibroblasten als Vorstufe des Kollagens Typ III synthetisiert
und anschließend sezerniert. Im Extrazellularraum werden bei der Umwandlung des Prokolla-
gens in das Kollagen Propeptide abgespalten. Das N-terminale Propeptid Col 1-3 (PIIIP) wird
1.8 Exzentrisches Remodeling bei Volumenüberbelastung 12
dabei in äquimolaren Verhältnis zum Kollagen Typ III gebildet und gelangt in den Blutkreislauf.
Die Serumspiegel des PIIIP können somit als Maß für die Kollagen Typ III-Synthese benutzt
werden.
1.8 Exzentrisches Remodeling bei Volumenüberbelastung
Shuntvitien, wie der ASD, Herzklappeninsuffizienzen und schwere Anämien verursachen eine
Volumenüberlastung für das Herz, die zu einer Zunahme der Kardiomyozytenlänge und damit
zu einem exzentrisches Remodeling führt. Ein wesentlicher Faktor bei den Umbauvorgängen
der Herzmuskulatur ist die Wandspannung. Sie wird über das Laplacesche Gesetz erfasst (Tw =
Wandspannung; p = Druck; r = Radius; D = Wanddicke):
Tw= p · r2 ·D (1)
Eine Volumenüberbelastung des Ventrikels verursacht ein erhöhtes enddiastolisches Volumen
und damit eine Anhebung der diastolischen Wandspannung. Dies bewirkt eine vermehrte Deh-
nung der präexistierenden Sarkomere auf die optimale Arbeitslänge. Zusätzlich zu den vorbeste-
henden Myofilamenten kommt es zu einer Synthesestimulierung von neuen in Serie angeordne-
ten Sarkomeren. Somit wird das Myokard an die neuen Arbeitsbedingungen angepasst und die
Wandspannung reduziert [11]. Daraus resultiert ein Kammermuskulaturwachstum nach aussen,
wobei das Verhältnis von Wandstärke zu Kammerlumen abnimmt. Dies wird als exzentrische
Hypertrophie bezeichnet [11].
1.9 Myokardhypertophie verursacht durch hämodynamische
Belastung
Die myokardiale Hypertrophie ist ein wichtiger Adaptionsprozeß der Kardiomyozyten an eine
erhöhte Arbeitslast bei hämodynamischer Überbelastung [17]. Dem mechanischen Stress, als
primärer Stimulus, folgen durch Dehnung der Kardiomyozyten Veränderungen auf zellulärer
Ebene [18, 19]. Wachstumsfaktoren und Hormone sind auch an der durch hämodynamische
Belastung induzierten myokardialen Hypertrophie beteiligt. Zu diesen stimulierenden Faktoren
zählen Angiotensin II (AngII) [20], transforming growth factors-! (TGF-! ) [21], insulin-like
growth factor-1 (IGF-1) [22], Endothelin-1 (ET-1) [22], Cardiotrophin-1 (CT-1) [23] und vascu-
lar endothelial growth factor (VEGF) [24]. Kardiomyozyten, Fibroblasten, Endothelzellen und
glatte Muskelzellen sind in der Lage diese wachstumfördernden Faktoren nach mechanischen
Stress zu sezernieren und induzieren über autokrine und parakrine Wege die Hypertrophie [14].
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Bei hämodynamischer Überbelastung werden über zwei Hauptgruppen vonMechanorezeptoren
die intrazelluläre Signalwege aktiviert: Zum einen über die Integrine [25] und das Zytoskelett
[26] und des Weiteren durch die sarkolemmalen Proteine [15].
Die Integrine sind Zellöberflächenrezeptoren, die an Fokaladhäsionen lokalisiert sind und stel-
len das Bindeglied zwischen der extrazellulären Matrix (ECM) und dem zellulären Zytoskelett
dar. Es gibt zwei Ansichten über die Mechanotransduktion der Integrine, einerseites besteht
die Meinung, dass die Mechanotransduktion in Veränderungen der Zellarchitektur und Stabi-
lisierungen der Zelladhäsionen besteht, während andereseits den Integrinen eine Funktion als
richtige Rezeptoren zugeschrieben werden, die die Genexpression und dasWachstum regulieren
können [25, 26].
Die sarkolemmalen Proteine sind entweder mit der inneren Zellmembran verankert oder verlau-
fen transmembranär. Zu den sarkolemmalen Proteinen, die durch mechanischen Stress aktiviert
werden können zählen verschiedenste Effektorenzyme wie z.B. Phospholipasen, Proteinkina-
sen z.B. Proteinkinase C (PKC) und Ionenkanäle, wie z.B. die strech-activated channels (SACs)
oder Ionenaustauschkanäle z.B. Na+/H+-Austauscher [15].
Es werden zwei Hauptwege in der Signaltransduktion durch mechanischen Stress induzierten
Hypertrophie beschrieben: Einerseits der mitogen-activated protein kinase (MAPK)-Signalweg
und der Janus-associated kinases/ signal transducers and activators of transcription (JAK/STAT)-
Signalweg, wobei viele Interaktionen zwischen den beiden stressaktivierten Signalwegen beste-
hen [15]. Seit wenigen Jahren wird darüber hinaus ein Calcineurin-nuclear factor of activated
T-cells (NFAT) transcription factor - Signalweg beschrieben [15], die nachstehend dargestellt
werden.
1.10 Signaltransduktion bei mechanischem Stress
Die Signaltransduktion bei hämodynamischer Belastung aktiviert eine Reihe von Signalwegen
mit dem gemeinsamen Ziel den zellulären Stress zu reduzieren. Dabei werden aktuell drei Si-
gnalwege, die gemeinsam interargieren beschrieben. Die Aktivierung eines Signalweges hat die
Aktivierung der übrigen Signalwege zur Folge.
Als ein Hinweis für mechanischen Stress wurde das ANF (Atrialer Natriuretischer Faktor) im
venösen Blut bestimmt. Die Höhe des Hormonspiegels gilt als Hinweis für das Ausmaß der
Vorhofdehnung und hat eine diuretische und natriuretische Wirkung [9].
1.10.1 Mitogen-activated protein kinase (MAPK)-Signalweg
Die MAP-Kinasen sind Serin/Threonin Kinasen, die durch Tyrosin/Threonin Phosphorylierung
und anschließender Modifikationen aktiviert werden und nachfolgend durch Phosphoylierung
von nukleärer Faktoren weitere Kinasen aktivieren [15].
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Die MAPKs werden in drei Gruppen eingeteilt: Zum einen in die extrazellulär signalregulieren-
den Kinasen (ERKs), des Weiteren in die c-jun NH2-terminalen Kinasen (JNKs) und darüber
hinaus in die p38-MAPKs [15]. Sie spielen eine entscheidende Rolle in der Zelldifferenzie-
rung und -wachstum, der Apoptose und Genexpression. Im Zusammenhang mit der durch me-
chanischen Stress induzierten Myokardhypertrophie nehmen die ERKs ein zentrale Rolle ein,
indem sie die über den Calcineurin-NFAT-Signalweg induzierte Myokardhypertrophie unter-
stützen [27], während die JNKs und p38-MAPK eine hemmende Wirkung zeigen [28].
1.10.2 JAK/STAT-Signalweg
Die Januskinasen (JAKs) sind Tyrosinkinasen, die die Signaltransduktion von z.B. an Zyto-
kinrezeptoren bindenden Liganden Cardiotrophin (CT-1) regulieren [29, 23]. Die Aktivierung
der JAKs führt zur Phosphorylierung der Tyrosinreste der im Zytoplasma ruhenden STATs (si-
gnal transducers and activators of transcription), wodurch ihre Dimerisierung und anschließende
Translokation in den Nukleus initialisiert wird. Dort greifen sie dann in die Transkription von
Genen ein [29, 15].
Der JAK/STAT-Signalweg wird bei myokardialer Drucküberbelastung entweder durch CT-1 via
gp130/STAT-3, oder Ang II via Gq/PKC und mechanischen Stress aktiviert. Hierbei spielt das
transmembranäre Glykoprotein gp130, als ein vorangeschalteter Aktivator des JAK/STAT- und
ERK-Signalwegs eine entscheidende Rolle [30, 31].
1.10.3 Calcineurin-NFAT-Signalweg
Calcineurin, eine durch Ca2+-aktivierte Phosphatase, dephosphoryliert die nuclear factor of ac-
tivated T-cells (NFAT) transcription factors im Zytoplasma, wodurch ihre Translokation in den
Zellkern ermöglicht wird, wo sie sich an der Expression von Hypertrophie-fördernden Genen
beteiligt. Die Translokation von NFAT kann durch p38-MAPK und JNK mittels Phosphorylie-
rung inhibiert werden [28], demgegenüber verstärkt die ERKs die Transkriptionsaktivität von
NFAT [27].
1.11 Apoptose der Kardiomyozyten bei gesteigerter
Wandspannung
Die hämodynamische Überbelastung des Herzens verursacht nicht nur eine Hypertrophie von
Kardiomyozyten, sondern bedingt auch das Absterben von Kardiomyozten. Die Apoptose ist ei-
ne Form des programmierten Zelltods, die einem genetischen Programm unterliegt. Bei apopto-
tischen Zellen kommt es zur Autodigestion des Zytoskeletts, zur DNA-Fragmentierung, sowie
zu Veränderungen der Zelloberflächen, welche einen schnelle Phagozytose sicherstellt, ohne
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eine signifikante Entzündungsreaktion in der Umgebung zu provozieren [32]. Da die abgestor-
benen Kardiomyozyten nicht ersetzt werden können, verteilt sich die gesteigerteWandspannung
auf die verbleibenden Zellen, wodurch diese weiter ansteigt und den Untergang weiterer Zellen
herbeiführt. Demzufolge führt ein progredienter Verlust an Kardiomyozyten zur Progression
einer Herzinsuffizienz [33].
Die Apoptose wird durch proteolytischen Enzyme, die Caspasen, vermittelt. Die Caspasen lie-
gen in den Zellen als inaktive Procaspasen vor, die durch andere aktivierte Caspasen gespalten
und somit aktiviert werden. Dieser Prozess wird als proteolytische Caspasen-Kaskade bezeich-
net.
Die Caspasen-Kaskade kann durch extrazelluläre oder intrazelluläre Todessignale angestoßen
werden. Die extrazelluläre Aktivierung der Procaspasen wird über die auf der Zelloberfläche lie-
genden Todesrezeptoren vermittelt. Die Bindung von Liganden bewirkt eine Oligomerisierung
der Rezeptoren, wodurch Rezeptoradaptermoleküle (FADD) stimuliert werden die eine Akti-
vierung der Caspase-8 und nachfolgend der Caspase-3 verursachen [32]. Als Ligand, bei patho-
logischer Stimulation von adulten Kardiomyozyten, fungiert beispielsweise der Fas-Ligand, der
von Killer-Lymphozyten produziert wird. Seine Bindung an das Fas-Protein des Todesrezeptor
führt zur Einleitung der apoptoseinduzierenden Kaskade. Geschädigte und überlastete Zellen
verfügen über die Fähigkeit zur Selbsttötung, indem sie sowohl den Fas-Liganden als auch das
Fas-Protein synthetisieren und so einen zelleigene Caspase-Kaskade auslösen können [34, 33].
In stark belasteten Zellen erfolgt die intrazelluläre Aktivierung der Procaspasen über die Ver-
änderung des mitochondrialen Membranpotentials, wobei die Permeabilität der äußeren mito-
chondrialen Membran (MOMP; mitochondrial outer membrane permealization) gesteigert wird
und in Folge dessen es zur Freisetzung von proapoptotischen Faktoren aus dem intermembranö-
sen Spalt kommt [34]. Stimuli für die Aktivierung des intrinsischen mitochondrialen Caspase-
9-Weg, sind Hypoxie, Ischämie-Reperfusion und oxidativer Stress [33]. Hierbei kommt es zur
Freisetzung von Cytochrom c, Smac/DIABLO, Endonuclease G (Endo G) und apoptoseindu-
zierende Faktoren (AIF) aus dem intramembranösen Spalt [33, 34].
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Abbildung 3: Signalwege der Apoptose
Quelle: Van Empel: Myocyte apoptosis in heart failure [33].
Das Cytochrom c aktiviert über die Bindung des zytosolischen Proteins Apaf-1 die Caspase-9,
die die Aktivierung von Caspase-3 induziert [34]. Dieser Weg der Procaspasenaktivierung wird
am meisten genutzt, um entweder die Caspase-Kaskade anzustoßen oder um sie zu beschleu-
nigen und zu verstärken. Dabei wird die Caspase-Aktivierung durch intrazellulär gelegenen
Proteine der Bcl-2 Familie und IAP (inhibitor of apoptosis-proteins)-Familie kontrolliert, je-
doch können ihreWirkungen durch mitochondrialen Faktoren beeinträchtigen werden [33]. Bei-
spielsweise inhibieren das mitochondriale Smac/DIABLO die zelluläre Caspase-inhibierenden
Faktoren (IAP) und verstärken dadurch die Apoptose [34, 33].
Die Proteine der zellulären Bcl-2-Familie regulieren die Apoptose, indem sie die Permeabili-
tät der äußeren Mitochondrienmembran (MOMP) und somit die Cytochrom c-Freisetzung aus
den Mitochondrien regulieren [35]. Bei der Bcl-2-Familie werden pro- und antiapoptotische
Faktoren unterschieden: Zu den antiapoptotische Faktoren zählen Bcl-2 und Bcl-xL, die die
Freisetzung von Cytochrom c reduzieren. In die Gruppe der proapoptotischen Faktoren zählen
Bax und Bak, die die Freisetzung des Cytochrom c fördern [32, 34]. Ein weiterer zellulärer
Angriffspunkt stellt die Fragmentation der DNA durch die translozierende Endonuclease G und
apoptoseinduzierenden Faktoren dar, die ebenfalls aus dem intermembranösen Spalt der Mit-
ochondrien freigesetzt werden [35, 33].
Diese beiden Hauptsignalwege, extrinsische und intrinsische Weg, laufen über mit der Aktivie-
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rung der Caspase-3 zusammen und induzieren damit die zelluläre Apoptose [35, 33, 34].
Weitere bekannte Signalwege laufen über die Caspase-12, die im endoplasmatischen Retikulum
(ER) lokalisiert ist [33]. Das ER ist ein Organell, dessen Aufgabe in der Sicherung der korrekten
Faltung von Proteinen besteht [32]. Verschiedenen Umstände, wie Glukose-Mangel, Störung
der Calcium-Homöostase, sowie Akkumulationen von ungefalteten Proteinen stressen das ER,
wodurch die Aktivierung der Caspase-3 durch die Caspase-12 erfolgt und somit die Apoptose
einleitet wird [33].
1.12 Mechanischer Stress aktiviert initial die immediate-early
genes
Die erste Reaktion auf eine hämodynamische Überbelastung besteht auf zellulärer Ebene in der
Induktion von zytoprotektiven Protoonkogenen (z.B. c-Fos, c-jun und c-myc) und Hitzeschock-
proteinen (z.B. Hsp70, und Hsp90), weswegen sie als immediate-early (IE) genes bezeichnet
werden [15].
1.12.1 Protoonkogen: c-Fos
Die Protoonkogene sind ubiquitär vorkommende proteinkodierende Gene, die das Wachstum,
die Teilung und Differenzierung einer Zelle koordinieren und kontrollieren. Mutationen dieses
Gens haben das Absterben der betroffenen Zelle zur Folge. Bei Fehlfunktionen führen diese
Mutationen zur erhöhten Zellteilung und somit zur Entstehung von Tumoren [32].
Eine vermehrte Expression des Protoonkogens c-Fos erfolgt unter anderem in der durch mecha-
nischen Stress verursachten myokardialen Hypertrophie [36], sowie der Induktion von Apopto-
se [37]. Das c-Fos ist ein Transkriptionsfaktor und benötigt für seine Funktionfähigkeit einen
Komplexpartner (z.B. c-jun), mit dem es den Transkriptionkomplex AP-1 (activating protein 1)
bildet [37, 38]. Die Akkumulation von c-Fos scheint ein Kennzeichen von terminaler Differen-
zierung oder ein Vorbote des Zelltodes zu sein [39].
1.12.2 Hitzeschockproteine (Hsp)
Die Hitzeschockproteine (Hsps) sind allgegenwärtige Proteine, die in Situationen von zellulären
Belastungen z.B. hohe Temperaturen, Hypoxie etc. vermehrt produziert werden, um das Überle-
ben der betroffenen Zellen zu unterstützen. Ihre Funktionen liegen in der Aufrechterhaltung der
zellulären Homöostase, Unterstützung bei der Synthese von Proteinen, sowie in der Korrektur
von geschädigten Proteinen. Man unterteilt die Hsps nach ihrer Molekülmasse in verschiedene
Familien ein [32].
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Im Zusammenhang mit den Hsps müssen die Chaperone erwähnt werden, da hier ein fließender
Übergang dieser beiden Gruppen besteht. Chaperone korrigieren Fehler in der Konformation
von Proteinen und sind an vielen zellulären Prozessen beteiligt. Durch ihre vermehrte Bildung
unter zellulären Stress werden sie auch als Hsps bezeichnet [32].
Das Hsp90 ist das mengenmäßig häufigste Chaperone im Zytoplasma von Euzyten mit bis zu
2 % Anteil an den Gesamtprotein [40]. Die Hsp70-Familie und ihre Cochaperone sind auch
nahezu ubiquitär anzutreffen. Das Hsp32, synonym als Hämoxygenase 1 (HO-1) bekannt, ist ein
Katalysator und besitzt mit seinen enzymatischen Nebenprodukten CO, Ferritin und Bilirubin
zytoprotektive Wirkungen [41, 42].
Die zytoprotektive Wirkung der Hsp27, 70 und 90 liegen in ihrer antiapoptotischen Wirkung.
Sie verhindern die Apoptose durch Hemmung der Caspasen-Aktivierung. Dabei greifen sie so-
wohl in den intrazellulären, als auch in den extrazellulären Aktivierungsweg der Apoptose ein
[34, 43].
Abbildung 4: Interaktion der Hsps mit dem Caspase-9 Signalweg der Apoptose
Quelle: Latchmann: Heat shock proteins and cardiac protection [43].
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Beim intrinsischen Signalweg hemmen Hsps die Freisetzung von Cytochrom C und die stres-
sinduzierende Aktivierung von Caspasen, sowie die Spaltung von Substraten. Hierbei besitzen
die verschiedenen Hsp-Familien verschiedene Angriffspunkte [34, 43].
Das Hsp27 bindet direkt an dem freigesetzten Cytochrom c und unterbindet somit die Bindung
an das zytosolische Protein Apaf-1, welches für die Aktivierung der Caspasen-9 notwendig ist.
Des Weiteren verhindert das Hsp90 die Aktivierung der Caspase-9 durch Bindung von Apaf-1.
Das Hsp70 verhindert die Rekruitierung der Procaspasen-9 durch oligomerisierte Apaf-1. Die
Unterbindung der Caspase-9-Aktivierung verhindert die Induktion der Caspase-3, die letztend-
lich die Apoptose anstößt. Der Mechanismus zur Vermeidung der Cytochrom c-Freisetzung ist
noch nicht ganz geklärt. Eine mögliche Interaktion mit dem MOMP scheint wahrscheinlich zu
sein [43, 34].
1.13 Zunahme von Wachstumsfaktoren bei mechanischem Stress
1.13.1 CT- 1 (Cardiotrophin-1)
Mechanische Überbelastungen des Herzens rufen eine Hypertrophie der Kardiomyozyten her-
vor. Hauptverantwortlich hierfür ist als Mediator das Cardiotrophin-1 (CT-1). Darüber hinaus
induziert das CT-1 die Hypertrophie begleitende Angiogenese und zeigt zudem zytoprotektive
Wirkungen [23, 44].
Das CT-1 gehört zur Interleukin-6-Zytokinfamilie, die an den Glykoprotein130 (gp130)-Rezeptor
binden [32]. Bereits in der Embryogenese des Herzens spielt es eine essentielle Rolle. Seine Ab-
wesenheit bei knockout-Mäusen, bei denen die gp130-Komponente des CT-1 Rezeptors nicht
exprimiert wird, bedingt durch intrauterine Myokardhypoplasie den Tod [2, 45, 46].
In adulten Myokardzellen zählt es zu den Schlüsselmediatoren für das myokardiale Wachstum
[23] und die Hypertrophie begleitende Angiogenese, vermittelt durch die Expression von VEGF
(vascular endothlial growth factor), einem Hauptmediator der Angiogense. Das CT-1 entfaltet
seine Wirkungen via den leukemia inhibitory factor (LIF)/JAK/STAT-Signalweg [47], über den
er auch seinen zytoprotektiven Einfluß durch die Induktion von Bcl-xL, einem antiapoptoti-
schen Faktor erzielt [48].
Weitere protektive Effekte zeigt CT-1 über die p42/p44-MAPK, sowie die Transkriptionsfakto-
ren NF-IL6 und STAT, wodurch vermehrt kardioprotektive antiapoptotische Hitzeschockprote-
ine (Hsps) exprimiert werden [23].
1.13.2 HIF-1 (hypoxia-inducible factor-1)
Der Faktor HIF-1 (hypoxia-inducible-factor) wurde erstmalig in Zellen, die sich an hypoxische
Bedingungen adaptiert haben, entdeckt. HIF-1 führt über verschiedene Signalwege zur Expres-
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sion von VEGF (vascular endothelial growth factor), einem Signalmolekül für die Vaskulo-
genese und Angiogenese zur Aufrechterhaltung der Sauerstoffversorgung in hypoxämischen
Arealen [32]. Die Forschung der letzten Jahre zeigte nicht nur eine vermehrte Expression von
HIF-1 bei kongenitalen Herzfehlern unter hypoxämischen Bedingungen [49], sondern auch bei
Kardiomyozyten, die unter mechanischem Stress stehen [50].
HIF-1 ist ein Transkriptionsfaktor, der unter Hypoxie und mechanischem Stress in der Regu-
lierung der Homöostase von Sauerstoff eine wichtige Rolle spielt. Es ist ein Heterodimer be-
stehend aus einer "- und einer ! -Untereinheit. Die ! -Untereinheit wurde als ARNT (aryl hy-
drocarbon receptor nuclear translocator) identifiziert. Dieses Gen codiert die "-Untereinheit.
Während ARNT konstitutiv exprimiert wird. Die Exprimierung von HIF-1" wird unter Hypo-
xie und mechanischem Stress erhöht. Somit bestimmt HIF-1" die Aktivität von HIF-1 [40].
Unter normoxischen Bedingungen wird die Konzentration von HIF-1" durch ständigen Abbau
und Ubiquitinierung gering gehalten. Unter mechanischen Stress, wie bei einer Volumenüber-
belastung, werden die stretch-activated ion channels (SACs) aktiviert [51], welche über den
PI3K/Akt/FRAP Signalweg den Abbau von HIF-1" verhindern [52, 50].
Die Verstärkung der Transkriptionsaktivität von HIF-1" wird mittels Phosphorylierung durch
die extracellular signal-regulated kinases (ERK)-Aktivierung erreicht [52]. Als ERK-Aktivatoren
zählen die hypoxieinduzierte VEGF-Produktion, Angiotensin II und weitere Wachstumsfakto-
ren, welche über positive Rückkopplung die HIF-1" Phosphorylierung verstärken und somit
zum Überleben der Zellen beitragen [52].
1.13.3 VEGF (vascular endothelial growth factor)
Der vasoendothelialerWachstumsfaktor (VEGF) ist ein für die Angiogenese essentieller Faktor,
der bei Hypoxie und Hypertrophie, bedingt durch den vermehrten Sauerstoffbedarf exprimiert
wird [49].
Die Induktion von VEGF läuft über mehrere Signalwege: Einerseits Hypoxie oder Stress be-
dingt, via SACs, über PI-3K/Akt/HIF-1" [52], wobei VEGF zusätzlich über die Stimulation
der ERK die Transkriptionsaktivität von HIF-1" steigert und somit seine eigene Expression
stimuliert [52] und außerdem führt die Induktion von CT-1 über Jak/STAT-3 zur Hypertrophie
und gleichzeitig zur Induktion von VEGF [48].
Die Sauerstoffversorgung wird über zahlreiche Signalwege durch Neovaskularisierung an die
veränderten Bedingungen angepasst [40].
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1.14 Myokardiales Remodeling und der Übergang in die
Herzinsuffizienz
Das myokardiale Remodeling beschreibt Strukturveränderungen der Kardiomyozyten und der
ECM als Reaktion auf unphysiologische Umstände [2]. Zu diesen zählen die verstärkte hämo-
dynamische Belastung im Sinne der Volumen- und Druckbelastung und Sauerstoffmangelbe-
dingungen des Blutes. Das Herz-Kreislauf-System reagiert auf diese Veränderungen mit der
Aktivierung des RAAS, Expression von Wachstumsfaktoren und Entzündungsmediatoren [53],
um das Myokard an die veränderten Umstände anzupassen und eine Stabilisierung der Pump-
funktion des Herzens unter den abnormen Bedingungen zu gewährleisten. Die vermehrte Frei-
setzung von Signalmolekülen führt dabei entweder zumÜberleben der Kardiomyozyten bedingt
durch Hypertrophie [54], oder zur Apoptose [55, 33], die eine Dilatation und Insuffizienz för-
dert. Dabei führen verschiedene Signalwege zum adaptiven oder maladaptiven Wachstum [3].
Unter chronisch unphysiologischen Bedingungen können die initial kompensierenden Adap-
tionsmechanismen in eine dekompensierende Herz-Kreislauf-Situation, eine Herzinsuffizienz,
übergehen [2].
Die Aktivierung des bekanntesten Signalweges erfolgt über die Freisetzung von Ang II, welches
vom Myokard bei mechanischer Überbelastung [56] und erhöhten systolischen Wandspannung
freigesetzt wird [57]. Die Bindung von Ang II an seinen Rezeptor führt zur Aktivierung der
G-Protein Gq und anschließend der Proteinkinase C (PKC), welche wiederum die MAPK sti-
mulieren. Einige der MAPK, z.B. die ERK, regen Signalwege an, die das Überleben der Zelle
sicherstellen, während weitere MAPK, z.B.die JNK, die Apoptose induzieren [3]. Es werden
zahlreiche Zusammenhänge zwischen AngII und der Aktivierung von MAPKs (ERKs, JNKs
und p38-MAPK) und deren Auswirkungen über verschiedenste Transkriptionsfaktoren auf die
Hypertrophie, Apoptose und das kardiale Remodeling beschrieben [58, 59].
Weitere maladaptive Signalwege, die zum Zelltod durch Apoptose und Fibrosierung führen,
werden durch Ang II, Aldosteron und TGF! gefördert [3]. Bidirektionale Effekte zeigen die
Zytokine, wie z.B. TNF" , die in niedrigen Konzentrationen protektive und hohe Konzentratio-
nen maladaptiveWirkungen hervorrufen [60]. Das Zytokin CT-1 zeigt ledigliche eine protektive
Wirkung im Sinne einer Hypertrophie [23, 44].
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Abbildung 5: Hypertrophieinduzierende Signalwege
Quelle: Opie: Controversies in ventricular remodeling [3].
Weitere kardioprotektive Effekte erzielen Liganden wie z.B. IGF über die Aktivierung des PI-
3K/Akt-Signalweges [61].
Ein protektive Wirkung erzielt auch die Induktion von GMP, als Reaktion auf das im Blut zir-
kulierende Hormon ANP, dass die Hypertrophie des Myokards begrenzt [62].
Hier ist nun interessant zu klären, welche pathophysiologischen Mechanismen den Wandel der
initial kompensierenden Hypertrophie in eine durch Dilatation des Herzens bedingte dekompen-
sierende Kreislaufsituation münden lassen. Eine aktuelle Hypothese behauptet, dass die Über-
wältigung der adaptiven durch die maladaptiven Prozesse, die Hypertrophie des Herzens in eine
Insuffizienz münden lassen. Folgende drei Haupthypothesen werden in der aktuellen Literatur
beschrieben:
Metalloproteinasen und ihre Inhibitoren Die extrazelluläre Matrix wird von den kar-
dialen Fibroblasten synthetisiert und dient zur Aufrechterhaltung der myokardialen Architektur.
Eine durch Ang II, TGF ! und Aldosteron hervorgerufene erhöhte Produktion von Kollagenen,
bewirkt eine Fibrosierung des Myokards. Metalloproteinasen (MMP) sind Enzyme, die Kolla-
gene abbauen und werden durch TIMPs (tissue inhibitors of matrix metalloproteinases) in ihrer
Aktivität begrenzt. Ein Verlust der Hemmung der MMPs durch TIMPs führt zu einem vermehr-
ten Abbau von Kollagenen, die zu einer Dilatation des hypertrophierten Gewebes führt [63, 64].
Die Dilatation beschleunigt eine weitere Degeneration des Myokards durch die Aktivierung des
neurohumoralen Systems, die Zunahme der Apoptose und des oxidativen Stresses [65].
1.14 Myokardiales Remodeling und der Übergang in die Herzinsuffizienz 23
Oxidativer Stress Wachstumsfaktoren, Ang II, TNF" und mechanische Belastung führen
zu einer vermehrten Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Die ROS lösen kon-
zentrationsabhänging bidirektionale Effekte aus, wobei niedrige Konzentrationen eine Hyper-
trophie und Fibrosierung [66] und hohe Konzentrationen zum Absterben von Myozyten führen
[67]. Eine chronisch erhöhte Produktion an ROS führt zu mitochondrialen Funktionsstörungen,
die zum Funktionsverlust der Mitochondrien und Zellschäden führen kann. Zusätzlich scheinen
sie auch die Metalloproteinasen (MMP) zu aktivieren, welche Einfluss auf die strukturellen Be-
standteile des Myokards haben und eine wichtige Bedeutung bei der Entstehung von Herzinsuf-
fizienz haben [68]. Zusammenfassend fördert ein hoher ROS-Gehalt im Gewebe die Transition
des hypertrophierten Myokards in eine Herzinsuffizienz [67].
Neurohumerales System Die Dehnung des Myokards führt zur Aktivierung des adrener-
gen und des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems. Das chronisch aktivierte adrenerge Sy-
stem erhöht die Aktivität der MMPs [69], führt zur Downregulation der ! -Rezeptoren und
hemmt die Freisetzung des sarkolemmalen Calciums, das eine Dysfunktion des Myokards zur
Folge hat [70]. Zusätzlich führt die hyperadrenerge Stimulation zu einer intrazellulären calcium-
Überbelastung, die die Apoptose provoziert [71]. Des Weiteren fördert Ang II über erhöhte
zytosolische Ca++-Konzentrationen und die Bildung von ROS die Apoptose [71]. Auch chro-
nischer Aldosteronismus verursacht oxidativen Stress, welcher über die Aktivierung von redox-
sensitiven Transkriptionsfaktor NF-#B proinflammatorische Mediatoren freisetzt und dadurch
Funktionsstörungen im Endothel verursacht [72]. Darüber hinaus fördern Ang II undAldosteron
die Expression von dem profibrotischen Faktor TGF! . Umgekehrt hemmen die ACE-Hemmer
TGF! und reduzieren die myokardiale und perivaskuläre Fibrosierung [73].
Die vermehrte Freisetzung von Ang II und Aldosteron durch myokardiale Dehnung führt durch
eine gesteigerte renale Reabsorbtion und Natrium- und Wasserretention zu einer erhöhten Vo-
lumenbelastung und somit zu einem Circulus Vitiosus. Die Kombination aus Fibrosierung und
erhöhter Apoptoserate hat eine Abnahme der Pumpfunktion des Herzens zur Folge [74].
Zusammenfassend beschleunigt die Aktivierung des neurohumeralen Systems über zahlreiche
Signalwege den Übergang in eine Herzinsuffizienz.
Die Prävention des hypertrophierten Herzens
vor dem Übergang in einen Dilatation ist ein wichtiger Therapieansatz, um eine Herzinsuf-
fizienz hinauszuzögern. Die beschrieben Pathomechanismen erklären die Funktion von ACE-
Hemmer und ! -Blockern und verdeutlichen die Notwendigkeit der frühzeitigen Therapie.
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1.15 Zielsetzung der Studie
Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss der hämodynamischen Belastung auf das myokardiale
Remodeling bei Kindern mit einem ASD zu untersuchen, um die Auswirkungen der Volumen-
mehrbelastung auf das kindliche Myokard zu charakterisieren.
Folgende Fragen sollten beantwortet werden:
1. Kann man den Grad der hämodynamische Belastung und der Fibrosierung des Myokards
anhand des Gehaltes von BNP und PIIIP im Plasma des peripheren Blutes ablesen?
2. Welches Genexpressionsmuster zeigt das rechtsatriale Myokard von für das myokardilae
Remodeling entscheidenden Faktoren bei Kinder mit ASD?
3. Inwiefern kommt es beim myokardialen Remodeling zu einer vermehrten Expression von
Apoptosefaktoren und wie korrelieren diese miteinander?
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2 Patienten
Zwischen April 2004 und Mai 2005 wurden insgesamt 15 Patienten, die sich wegen eines an-
geborenen ASDs in der Klinik für Kinderkardiologie der RWTH Aachen vorgestellt haben, in
diese durch die Ethikkommission genehmigte Studie aufgenommen.
Bei den Patienten wurde der operative Veschluß im Lehr- und Forschungsbereich Kinderherz-
chirurgie der Klinik für Herzchirurgie der RWTH Aachen (Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. J. F.
Vázquez-Jiménez) und die prä- und postoperative Versorgung in der Klinik für Kinderkardio-
logie der RWTH Aachen (Direktorin a.D.: Univ.-Prof. Dr. med. M.-C. Seghaye) durchgeführt.
Die Erziehungsberechtigten bzw. volljährigen Patienten wurden über unsere Untersuchung im
Rahmen des präoperativen Gesprächs aufgeklärt und das schriftliches Einverständnis eingeholt.
2.1 Untersuchungsprotokoll
Bei unseren 15 Patienten wurde präoperativ eine körperliche Untersuchung mit aktueller Medi-
kamentenanamnese durchgeführt. Bei acht Patienten war eine Herzkatheteruntersuchung zur
weiterführenden Diagnostik der hämodynamischen Parametern bzw. zur Vorbereitung eines in-
terventionellen Verschlusses notwendig.
Intraoperativ wurde nach der Gabe von Heparin und unmittelbar vor dem Anschluß an die
Herz-Lungen-Maschine, ein 2 ml EDTA-Röhrchen Blut entnommen. Bei acht Kindern wur-
de eine Myokardprobe aus dem rechten Vorhof entnommen, wobei eine Probe für die weitere
Verarbeitung zu klein ausfiel und für unsere Untersuchungen nicht genutzt werden konnte.
Nach der Operation wurden am ersten und zweiten postoperativen Tag je ein weitere EDTA-
Probe entnommen.
2.2 Patientenkollektiv
Die epidemiologischen Daten des Patientenkollektivs wurden in den stationären Aufnahme-
befunden vor der korrigierenden Herzoperation erfasst und sind in Tabelle 8 den Ergebnissen
hinzugfügt. Die nachstehenden Tabelle 1 faßt die Patientendaten zusammen.
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Patient OP-Alter Geschlecht Diagnose Medikamente
#1 81 w ASDII keine
#2 7 m ASD + LVF keine
#3 222 w ASDII (Re-OP) keine
#4 83 w ASDII keine
#5 328 m ASDII keine
#6 79 w ASDII keine
#7 76 w ASDII keine
#8 78 m ASDII keine
#9 45 m Sinus venosus keine
#10 75 w ASDII + PDA keine
#11 36 m Cor triatriatum keine
#12 3,5 w ASDII + VSD keine
#13 838 w ASD Hydrochlorothiazid 25mg
Enapril 5mg
Bisoprolol 2,5mg
#14 60 w ASDI + ASDII keine
#15 81 w Sinus venosus keine
Tabelle 1: Patientendaten
Die Patientendaten wurden den stationären präoperativen Aufnahmebefunden entnommen. In
der Anamnese der oben aufgelisteten Patienten hat ausschließlich Patientin #13, eine erwach-
sene Patientin, Herz-Kreislauf wirksame Medikamente eingenommen. ASD: Atrium-Septum-
Defekt; LVF: Lungenvenenfehlmündung; PDA: Persisitierender Ductus Arteriosus; Re-OP: Re-
operation; OP-Alter: Operationsalter [Monate]; w: weiblich; m: männlich.
2.3 Herzkatheteruntersuchung
Die Herzkatheteruntersuchungen erfolgten in Intubationsnarkose im Anschluß an eine transö-
sophageale Echokardiographie. Nach Punktion der Vena femoralis wurde ein Berman-Katheter
per Seldinger-Technik in das venöse System eingefügt. Anschließend wurden die beiden Hohl-
venen einschließlich des Vena anonyma sondiert. Vom rechten Vorhof aus folgte die Sondierung
des rechten Ventrikels, der Pulmonalarterien mit ihren beiden Hauptästen, sowie über den ASD
des linken Vorhofes.
In unserem Patientenkollektiv wurde bei acht Patienten präoperativ eine Herzkatheteruntersu-
chung durchgeführt, bei den restlichen Studienteilnehmern lag keine Indikation für diese in-
vasive Diagnostik bzw. geplante Therapie vor. Die erhobenen hämodynamischen Daten der
Untersuchten sind in der Tabelle 9 im Ergebnisteil zu entnehmen.
2.4 Operations-Protokoll
Nach sterilem Abwaschen und Abdecken erfolgte eine mediane oder anterolaterale Thorako-
tomie. Anschließend eröffnete der Operateur das Perikard. Unter Vollheparinisierung wurden
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die Patienten an die Herz-Lungen-Maschine angeschlossen und auf Temperaturen zwischen 28-
32◦ Celsius abgekühlt. Bei dieser Temperatur wurde die Aorta ascendens abgeklemmt und das
Herz mittels Calafiori-Blutkardioplagie stillgelegt. Folgend wurde der rechte Vorhof schräg er-
öffnet und der Situs inspiziert. Der ASD wurde je nach Gegebenheit direkt oder mit Hilfe von
Eigenperikard durch eine fortlaufende Prolene-Naht verschlossen. Anknüpfend wurde der Zu-
gangsweg über den rechten Vorhof verschlossen, sorgfältig entlüftet und die Koronarperfusion
durch Öffnen der Aortenklemme wieder freigegeben. Nachdem die Herzen wieder im Sinus-
rhythmus geschlagen haben, erfolgte das Wiederaufwärmen auf Normothermie und das Auslei-
ten der extrakorporalen Zirkulation. Danach erfolgte die Dekanülierung und das Übernähen der
Inzisionstellen. Drainagen wurden intraperikardial und je nach Zugangsweg retrosternal oder
rechtsthorakal eingelegt. Anschließend verschließte der Operateur das Perikard direkt oder un-
ter Zuhilfenahme einer Goretex-Membran, und es erfolgte ein schichtweiser Wundverschluss,
die Intracutannaht und steriler Verband der Wunde. Postoperativ wurden die Patienten auf die
Intensivstation verlegt.
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Während die venösen Vorhofskanüle für den Anschluß an die HLM mittels einer Tabaksbeutel-
naht eingeführt wurde, entnahm der Operateur den Patienten aus dem rechten Vorhofsohr eine
Myokardprobe. Hierbei wurde das Gewebe von einer Größe von ca. 1 cm3 mit einer Operations-
klemme vorsichtig abgetrennt und mittels eines Skalpells vom Herzen abgetrennt. Die dadurch
gewonnen Probe wurden innerhalb von 15 Sekunden in einen mit flüssigen Stickstoff gefüllten
Behälter überführt und schockgefroren. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Proben bei
-70◦C aufbewahrt.
2.6 Postoperative Überwachung und Therapie
Die Überwachung der ersten zwei postoperativen Tage fand auf der Intensivstation der kinder-
kardiologischen Klinik statt. Hierzu zählte die kontinuierliche Messung des systolischen und
diastolischen Blutdruckes, des mittleren arteriellen Druckes und des zentralvenösen Druckes.
Des Weiteren erfolgte mittels der Pulsoxymetrie die Überwachung der Sauerstoffsättigung. Der
Herzrhythmus und die Herzfrequenz wurden kontinuierlich über periphere Ableitungen regi-
striert und ein Elektrokardiogramm (EKG) bei Aufnahme geschrieben. Bei Verdacht auf Herz-
rhythmusstörungen wurde ein zusätzliches EKG abgeleitet. Zusätzlich wurde die Diurese mit
Hilfe eines Blasenkatheters gemessen und die Flüssigkeitenzufuhr in den Akten gründlich no-
tiert. Daneben wurde die Körpertemperatur rektal odr mittels Hautelektrode mit einem Fieber-
thermometer gemessen.
Unmittelbar nach der Operation wurden die meisten Patienten extubiert, lediglich bei verein-
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zelnten Kindern war eine vorübergehende mechanische Atemunterstützung notwendig. Die Ga-
be von Katecholaminen war nur bei vier Patienten notwendig.
3 Methoden
3.1 Messung der EDTA-Plasmaproben
EDTA-Plasmaproben Zur Bestimmung von dem B-Typ natriuretischen Peptid (BNP) und
Prokollagen-III-Peptid wurden Blutproben intra- und postoperativ, zu den in der folgenden Ta-
belle 2 angegebenen Zeitpunkten entnommen.
Probenbezeichnung Entnahmezeitpunkt
0 intraoperativ
1 1 d postoperativ
2 2 d postoperativ
Tabelle 2: Zeitpunkte der Entnahme von EDTA-Plasmaproben
Die intraoperative Blutentnahme erfolgte nach der Gabe von Heparin vor dem Anschluß an die
Herz-Lungen-Maschine.
Es wurden jeweils 2 ml Blut in Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)-haltigen Röhrchen (Endo
Tube ET, Chromogenix AB, Schweden) gewonnen. Die Proben wurden anschließend fünf Mi-
nuten lang bei 3000 U/min zentrifugiert. Das dabei gewonne Plasma wurde in neue Eppendorf-
Röhrchen abpipettiert, in flüssigen Stickstoff schockgefroren und bei -70◦C bis zur Bestimmung
der Parameter gelagert.
Der Gehalt der Plasmaproben an Prokollagen-III-Peptid und BNP wurde später im Institut für
klinische Chemie des Universitätsklinikums (Direktor: Univ.-Prof. Dr. med., Prof. h. c. (RCH)
A. Gressner) der RWTH Aachen bestimmt.
3.1.1 B-Typ natriuretisches Peptid (BNP)
Zur Bestimmung des BNP wurde das vollautomatische Sandwich-Immunoassay-System AD-
VIA Centaur R© (Bayer Health Care, Deutschland) genutzt. Die Messung des BNP hilft bei der
Diagnose und Beurteilung des Schweregrades einer Herzinsuffizienz (siehe1.6).
Der Schwellenwert für die Diagnose einer Herzinsuffizienz wurde anhand der BNP-Konzentration
an der 95. Perzentile einer Referenzgruppe ermittelt. Die Referenzgruppe (Tabelle 3) bildeten
1521 Personen ohne Herzinsuffizienz (785 Frauen und 736 Männer) bei denen die Konzentrati-
on des zirkuliereden BNPs bestimmt wurde.
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Alle < 45 Jahre 45-54 Jahre 55-64 Jahre 65-74 Jahre 75+ Jahre
Mittelwert (pg/ml) 23,2 11,9 15,6 19,5 28,3 60,3
SD (pg/ml) 32,5 12,9 15,9 22,6 25,4 73,0
Median (pg/ml) 14,4 8,6 10,4 13,8 22,1 43,7
95. Perzentile (pg/ml) 70,8 33,3 46,7 53,2 72,3 176
% < 100 pg/ml 97,8 99,7 99,7 98,8 97,0 85,5
Minimum (pg/ml) <2 <2 <2 <2 <2 <2
Maximum (pg/ml) 576 128 119 286 164 576
N 1521 317 291 403 365 145
Tabelle 3: Referenzgruppe (Frauen und Männer)
Der geeignetste Schwellenwert für die Diagnose einer Herzinsuffizienz, der sich aus diesen
Verteilungen ergab, beträgt 100 pg/ml.
Der ADVIA Centaur R© BNP-Assay mißt nur physiologisch aktive BNP-Moleküle und verwen-
det dazu monoklonale Antikörper, die spezifisch am C-terminalem Ende und an der Ringstruk-
tur des Moleküls binden. Laut Angaben des Herstellers bleiben die EDTA-Proben bei der Auf-
bewahrung in tiefgekühltem Zustand bei mindestens -20◦C bis zu neun Monate lang stabil.
3.1.2 Prokollagen-III-Peptid (PIIIP)
Im Institut der Klinischen Chemie des Universitätsklinikum Aachen wurde zur radioimmuno-
logischen Bestimmung des PIIIP das Besteck von RIA-gnost R© PIIIP (CIS bio International,
Frankreich) benutzt. Die Normalwerte für RIA-gnost R© wurden anhand von 451 Serumproben
von gesunden Frauen und Männern bestimmt, wobei durch Berechnung der 5. und 95. Perzen-
tile den Normbereich von 0,3 - 0,8 E/ml (= 300 - 800 U/l) definiert wurde.
Bei Kindern und Jugendlichen ist eine Altersabhängigkeit des PIIIP-Serumspiegel feststellbar,
wobei die höchsten Werte bei Neugeborene zu finden sind. Mit zunehmendem Lebensalter fal-
len die Werte ab und erreichen den angegebenen Normalbereich mit dem 20. Lebensjahr.
Auch bei Schwangeren treten erhöhte Werte auf, welche sich bis zur achten Woche post partum
normalisieren.
Alter [Jahre] Referenzbereich [U/l]
0 - 10 340 - 6100
11 - 15 640 - 1700
16 - 20 370 - 1800
21 - 199 300 - 800
Tabelle 4: Altersabhängigen Referenzbereiche von PIIIP (RIA-gnost R©PIIIP)
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3.2 Messung der atrialen Expression von Wachstums-,
Apoptosefaktoren und Hsps
3.2.1 RNA-Isolierung
Die intraoperativ aus dem rechten Vorhofsohr gewonnen Proben wurden zur Aufbereitung aus
der -70◦C Kühltruhe wieder in einen mit flüssigem Stickstoff gefüllten Behälter transportiert.
Danach wurde von diesen Proben mittels eines Skalpells ein reiskorngrosses Stück abgetrennt.
Das abgetrennte Stück wurde umgehend in 200 µl eisgekühltem Lysis-Puffer überführt, wäh-
rend die restliche Probe wieder in einem Eppendorf-Röhrchen im flüssigen Stickstoff schock-
gefroren und bei -70◦C aufbewahrt wurde. Anschließend wurde die im Lysis-Puffer befindliche
Probe mittels eines Handdispergiergeräts (Polytron R©, Kinematica AG, Schweiz) eisgekühlt
homogenisiert. Damit die Proben sich nicht zu stark erhitzten, wurde nach maximal 15 Se-
kunden dispergieren Pausen von etwa zehn Sekunden eingelegt. Die Proben wurden maximal
fünf Minuten mittels dieser Prozedur in Lösung gebracht. Anschließend wurden die in Puffer
versetzten Proben drei Minuten bei 8 000 rpm im Kühlraum bei 5◦C zentrifugiert. Der somit
gewonne Überstand wurde in ein neues Eppendorf-Röhrchen umpippetiert.
Zur Isolierung der Gesamt-RNA aus den homogenisierten Proben nutzen wir das RNeasy R©
Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden) und haben uns genau an die Anleitung des Herstellers ge-
halten. Nach der Zugabe von 70% Ethanol zum homogeniserten Lysat wurden 700 µl in den
RNeasy spin, der in einem 2 ml Sammelröhrchen platziert wurde, pippetiert. Nach mehreren
Waschungen mit den vom Hersteller angegebenen Puffern und darauffolgenden Zentrifugatio-
nen, wurden die durchgeflossenen Puffer verworfen, während die RNA in der Membran des
RNeasy spins zurückgehalten wurde. Im letzten Schritt wurde der RNeasy spin in ein neues
Sammelröhrchen plaziert und die RNA mittels 30 µl RNase freiem Wasser durch abschließen-
des zentrifugieren aus der Membran eluiert.
3.2.2 RNA-Konzentrationsbestimmung
Die Konzentrationsbestimmung der gewonnenen RNA ermittelten wir über Messung der op-
tischen Dichte (OD) bei einer Wellenlänge von 260 nm. Hierfür nutzten wir den Photometer
Tecan Spectrafluor Plus (Tecan Trading AG Schweiz) mit einer High Xenon-Flash-Lampe. Die
Konzentration errechnete sich dabei aus der Absorption der Probe bei einer Wellenlänge von
260nm. Eine optische Dichte von 1,0 bei 260 nm entsprach einer RNA-Konzentration von 40
µg/ml, woraus sich folgende Beziehung ergab:
RNA[µg/ml]= 40 [µg/ml] · OD260 · Verdünnungsfaktor
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3.2.3 cDNA-Synthese
Zur reversen Transkription der RNA in cDNA verwendeten wir das Omniscript R© Reverse
Transcriptase-Kit (Qiagen GmbH, Hilden) und haben damit jeweils 2 µg RNA nach der An-
leitung des Herstellers in cDNA umgeschrieben. Im gesamten Verfahren kamen RNase freie Pi-
pettenspitzen und Eppendorf-Röhrchen zum Einsatz. Zur Vermeidung einer vorzeitiger cDNA-
Synthese und zur Minimalisierung der RNA-Degradation haben wir die Produkte eisgekühlt.
Um den Gehalt an RNA-Sekundärstrukturen zu reduzieren, haben wir die RNA in RNase freien
Wasser für 5 min bei 65◦C inkubiert und anschließend wieder zügig auf Eis gelegt. Anschlie-
ßend erfolgte die Zugabe der Template-RNA in ein Eppendorf-Röhrchen mit dem vorbereite-
ten Master Mix (10x Buffer RT, dNTP Mix, Oligo-dT Primer, RNase Inhibitor, Omniscript R©
Reverse Transkriptase, RNase-freies Wasser: laut Herstellerangaben). Nach kurzem Vortexen
von nicht mehr als fünf Sekunden und kurzem Zentrifugieren, um die restlichen Flüssigkeits-
bestände von den Wänden der Eppendorf-Röhrchen zu sammeln, folgte eine Inkubation von
60 Minuten bei 37◦C. Nach der cDNA-Synthese wurde die Reaktion durch Kühlung auf Eis
unterbrochen.
3.2.4 Plasmid-Klonierung als Standard für die quantitative Real-Time PCR
Für die quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) haben wir aus der totalen cDNA für die zu
untersuchenden Gene positive Kontrollen kloniert, die dann als Standards als Verdünnungsreihe
in der qRT-PCR eingesetzt wurden.
Zuerst wurde die cDNA mittels Standard-PCR mit den Gen-spezifischen Primern amplifiziert
und nach anschließender Gelelektophorese unter der UV-Lampe betrachtet. Die spezifischen
DNA-Banden konnte mit Hilfe eines sterilen Skalpells herausgeschnitten und die gereinigte
DNA mit Hilfe des QIAquick R© Gel Extraction Kit (Qiagen GmbH, Hilden) gemäß der Her-
stellerangaben extrahiert werden.
cDNA 1 µl
10x PCR Buffer 5 µl
dNTPs 200 µM
Tag-Polymerase 1,25 U
Primer 0,4 µM je se + as Primer
H2O 50 µl
Tabelle 5: Reaktionsansatz zur Amplifikation des Standard-Fragments
se: sense; as: anitsense.
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Zyklen Dauer [min] Temperatur [◦C]
1x : 10 95
35x : 1,5 95
2 58 - 63
2 72
1x : 10 72
Tabelle 6: Amplifizierungsprogramm
Zur Linearisierung des Vektors mit den Endonukleasen EcoRV oder Sma I wurden 33 µl DNA,
4 µl spezifischer 10x NEB-Buffer und 3 µl des jeweiligen Enzym in einen Ansatz hinzugefügt.
Dabei wurde der Ansatz mit Eco RV bei 37◦C und der Ansatz mit Sma I bei 25◦C im Heizblock
über Nacht inkubiert.
Nach der Linearisierung des Vektors erfolgte seine Aufreinigung mit QIAquick R© Nucleotid
Removal Kit (Qiagen GmbH, Hilden) zur Entfernung der Enzyme. Dies erfolgte laut dem Her-
stellerprotokoll mit folgender Abweichung: Elution der DNA in 44 µl EB-Buffer, dann dreimi-
nütige Inkubation und erst anschließend das Zentrifugieren.
Zur Vermeidung einer spontanen Religation des Vektors wurde der linearisierte Vektor dephos-
phoryliert. Hierfür wurden 44 µl des Vektors mit 5 µl SAP-Puffer und 1 µl SAP (=Enzym) bei
37◦C für weitere drei Stunden inkubiert. Nach dieser Dephosphorylierung wurde eine erneute
Aufreinigung des linearisierten Vektors mit dem QIAquick R© Nucleotid Removal Kit durchge-
führt. Dafür wurden die Plasmide in 40 µl EB-Puffer eluiert und bei 4◦C im Kühlschrank bis
zur Ligation des Vektors gelagert.
Die T4-Ligation erfolgte mit folgendem Ansatz: 14 -15 µl vom DNA-Fragment, 2 µl des line-
arisierten Vektors, 2 µl 10x Puffer und 1 µl (= 4 Units) T4-Ligase. Danach folgte eine Inkuba-
tion bei 16◦C über Nacht. Folgend kam es zur sofortigen Verwendung des ligierten Produkts,
oder zu seiner Aufbewahrung bei -20◦C.
Zur Transformation der Bakterienzellen kam das Hitzeschock-Verfahren nach Cohen zur An-
wendung. Hierzu wurden zunächst 2 µl des Ligationsansatzes zu 50 µl kompetenten auf Eis
aufgetauten Bakterienzellen (DH5alpha E.coli, Eigenherstellung) gegeben, vorsichtig mit einer
Pipettenspitze umgerührt und der Reaktionsansatz für 30 Minuten auf Eis inkubiert. Die eigent-
liche Transformation erfolgte dadurch, dass der Reaktionsansatz für exakt 30 Sekunden in ein
42◦C warmes Wasserbad gestellt wurde und danach sofort wieder für zwei Minuten auf Eis ge-
stellt wurde. Durch diese abrupten Temperaturveränderungen soll das Plasmid ungehindert in
die Zelle eindringen können. Im Anschluß erfolgte eine Zugabe von 250 µl LB-Medium eine
weitere Inkubation bei 37◦C, 200-225 rpm für eine Stunde.
Vor dem Ausplattieren der Bakteriensuspension wurden Agar-Platten zunächst für 30 Minu-
ten bei 37◦C equilibriert und darauffolgend pro Platte 100 µl (= 20 µl/ml) XGal und 30 µl
(= 200 µg/ml) IPTG aufgetragen und die Feuchtigkeit einziehen gelassen. Pro Ansatz wur-
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den zwei Platten verwendet und mit Hilfe einer sterilen Öse einmal 50 µl und einmal 200 µl
des Transformationsansatzes auf die Selektionsplatten, LB-Agarplatten versetzt mit Ampicillin
(75 µg/ml Endkonzentration), ausgestrichen und über Nacht bei 37◦C inkubiert. Am nächsten
Tag konnte man eine Blau-Weiß-Selektion der Bakterienkolonien sehen, welche auf folgenden
Mechanismus beruht: Die verwendeten Plasmide besitzen das Gen, lacZ-Gen, das das Enzym
! -Galaktosidase kodiert. Somit können sie das auf die Agar-Platte hinzugefügte X-Gal umset-
zen, wobei das entstandende Produkt an der Luft oxidiert und die Kolonien blau erscheinen läßt.
Durch den Einbau der Fremd-DNA in das Plasmid kann keine funktionsfähige ! -Galaktosidase
mehr gebildet werden und die Kolonien bleiben weiß. IPTG wurde als ein synthetischer Induk-
tor des lac-Operons genutzt.
Nachfolgend wurden die weißen Klone erneut auf Agar-Platten ausgestrichen. Zur Kontrol-
le wurden die positiven Klone mittels Standard-PCR und Gel-Elektrophorese untersucht. Zur
weiteren Vermehrung wurden Flüssigmedien, 3 ml LB-Medium mit 100 µg/µl Ampicillin, mit
ausschließlich positive Klonen angeimpft und über Nacht bei 37◦C und 220 rpm weiterkulti-
viert. Schließlich wurden die Plasmide mit Hilfe des QIAprep R© Spin Miniprep Kit (Qiagen
GmbH, Hilden) den Angaben des Herstellers folgend extrahiert und gereinigt. Zur Bestätigung
wurde nochmals das gewonne Fragment auf ein Gel aufgetragen und beim Vorliegen der spe-
zifischen Größe der DNA-Gehalt photometrisch bestimmt. Dabei errechnete sich die DNA-
Konzentration aus der Absorption bei einer Wellenlänge von 260 nm. Eine Absorption von 1,0
bei 260 nm entsprach einem DNA-Gehalt von 50 µg/ml. Daraus ergab sich:
DNA [µg/ml]= 50 [µg/ml] · OD260 · Verdünnungsfaktor
Eine Bestätigung der erfolgreichen Klonierung erfolgte durch ihre Sequenzierung. Für jede
qRT-PCR wurde ein Standard Primerset mittels Klonierung der PCR-Produkte und ihrer Verifi-
zierung durch Sequenzierung festgelegt.
3.2.5 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)
Zur Vervielfältigung des zu untersuchenden Genabschnittes wurden die spezifische Oligonu-
kleotid Primer verwendet und mittels PCR multipliziert. Durch Zugabe eines DNA-Farbstoffes,
welcher bei der Bindung an eine Doppelstrang-DNA ein Signal emittiert, kann die Konzentra-
tion der PCR-Produkte ermittelt werden. Der Zykler in dem die qRT-PCR durchgeführt wird,
kann durch Messung der Emission mittels einer Gammakamera, die Konzentration der PCR-
Produkte zu verschiedenen Zeitpunkten quantifizieren und somit einen zeitlichen Verlauf der
Vervielfältigung darstellen. Somit erhält man bei der qRT-PCR nicht nur ein Endergebnis, son-
dern sieht auch den Verlauf der Vervielfältung der cDNA.
In unseren Untersuchungen wurden 2 µl cDNA Proben mit 20 µl Quanti Tect Mix, welche fluo-
reszenierendes SYBR Green (Qiagen GmbH, Hilden) enthält und jeweils 0,6 µl der Primerpaare
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inkubiert. Dabei diente SYBR Green als DNA-Farbstoff, um die PCR-Produkte zu Quantifizie-
ren. Die PCR Amplifikation wurde nach initialer Denaturierung bei der für jedes Primerpaar
optimalen Annealing-Temperatur mit dem DNA Engine Opticon R© (Bio-Rad GmbH, Mün-
chen; formerly MJ Research, Waltham USA) Monitor (Biozym) durchgeführt. Schmelzkurven
wurden durch stufenweises erhöhen der Temperatur von 55◦C auf 95◦C erworben. Schwellen-
wertzyklen, Threshold cycles (CT) der Real-time PCR Kurven wurden durch Opticon Monitor
Software erschlossen. Dabei wurde aus der Differenz an Zyklen (CT) zwischen den Proben und
der Kontrollprobe 18 sRNA die Menge an mRNA errechnet, die in den einzelnen Proben ent-
halten waren. Anhand der Standardkurve wurde der mRNA-Gehalt der einzelnen Proben auf
das Level der 18sRNA normalisiert.
Sequenz (5 - 3) Länge [bp] Accesion No.a
c-Fos se ttt ata gtg ggc gga agt gg 199 K00650
as acg tcc tgg aca aag gtc ac
VEGF se ccc act gag gag tcc aac at 186 NM003376
as ttt ctt gcg ctt tcg ttt tt
Hsp90 se cgc atg aag gag aca cag aa 169 M16660
as tcc cat caa att cct tga gc
Hsp70 se ccg aga agg acg agt ttg ag 183 NM005345
as aat ctt gga aag gcc cct aa
HIF-1" se tga tga cca gca act tga gg 157 NM001530
as ttg att gag tgc agg gtc ag
CT-1 se aac tct tgg acc ctc ctc gt 151 U43030
as taa gga agc cag cca aga ga
Bcl-xL se ggc tgg gat act ttt gtg ga 174 Z23115
as ggg agg gta gag tgg atg gt
Bak se ggg tct atg ttc ccc agg at 158 U16811
as gca ggg gta gag ttg agc ag
FasL se gat gga ggg gaa gat gat ga 200 U11821
as tgg aaa gaa tcc caa agt gc
ANF se agt tca gag gat ggg cac ac 210 K02043
as atc aca act cca tgg caa ca
PIIIP se taa aca act ggg tgc ctt cc 181 NM002768
as cag caa gtc ctt ccc aag ag
18sRNA se aaa cgg cta cca cat cca ag 155 M10098
as cct cca atg gat cct cgt ta
Tabelle 7: Nukleotidsequenzen der genspezifischen primer bzw. Sonden
a Genbank accession number of cDNA und korrespondierenden Genen, siehe
http://www.ncbi.nlm.nih.gov./
se: sense; as: antisense;
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3.3 Statistik
Die Ergebnisse sind als Mittelwert +/- Standardfehler des Mittelwertes (SEM = Standard Er-
ror of Mean) bzw. als Median und seinen Interquartilsabständen angegeben. Die Daten wur-
den elektronisch verarbeitet und mit Hilfe des Sigma Stat Version 3.5 (Copyright 2006 Systat
Software, Inc.) analysiert. Die nicht normale Verteilung der Daten wurden angenommen und
nicht-parametrische Tests angewandt: Korrelationen zwischen zwei unabhängigen Parametern
wurden anhand des Spearman Korrelationskoeffizienten ermittelt. Für den Vergleich der Me-
diane zweier unabhängiger Zufallsgrößen wurde der Wilcoxen-Rangsummentest angewandt.
P-Werte < 0,05 wurden als signifikant gewertet.
4 Ergebnisse 36
4 Ergebnisse
4.1 Patientendaten
In unserer Studie wurden insgesamt 15 Patienten betrachtet. Unser Kollektiv bestand zu zwei
Drittel aus weiblichen Patienten und zu einem aus Drittel aus männlichen Patienten. Zur Be-
schreibung dieses Kollektivs sind deren epidemiologische Daten in der nachstehenden Tabelle
8 zusammengefaßt.
Epidemiologische Daten
Patientenzahl 15
Weibliche Patienten 10
Männliche Patienten 5
Säuglinge 2
Kinder 10
Erwachsene 3
OP-Alter: Mittelwert 139,5 Monate (∼ 11 1/2 Jahre)
OP-Alter: min. 3,5 Monate
OP-Alter: max. 838 Monate (∼ 70 Jahre)
OP-Alter: Median 78 Monate (∼ 6 1/2 Jahre)
OP-Alter: Range 49,5 - 82,5 Monate (∼ 4 - 7 Jahre)
Tabelle 8: Epidemiologische Daten des Patientenkollektivs
OP-Alter: Alter der Patienten bei der Herzoperation; min.: Minimum; jüngster Studienteilneh-
mer; max.: Maximum; ältester Studienteilnehmer.
4.2 Klinische Ergebnisse
4.2.1 Hämodynamische Parameter
Die hämodynamischen Parameter wurden präoperativ mittels einer Herzkatheteruntersuchung
erhoben. Bei den in der Tabelle 9 aufgeführten Patienten lag eine Indikation für diese invasive
Untersuchung bzw. ein interventioneller ASD-Verschluß-Versuch vor.
Beim Patienten #12 wurde mittels einer vorübergehenden Sauerstoffvorlage eine Reduktion des
mittleren pulmonal-arteriellen Druckes (mPA) von 50 mmHg auf 17 mmHg erreicht, wodurch
es zum Anstieg des Links-Rechts-Shunt von 33% auf 71% gekommen war. Zur Untersuchung
von Korrelationen wurden die Werte unter Sauerstoffvorlage betrachtet, da diese mit einem
mPA von 17 mmHg im Bereich der mPAs der anderern Patienten lagen.
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Patient OP-Alter Geschlecht Diagnose Li-Re-Shunt Qp/Qs mPA
#2 7 m ASD + LVF 63,5% 2,7 17
#3 222 w ASDII (Re-OP) 75% 4 20
#4 83 w ASDII 61,7% 2,6 18
#5 328 m ASDII 75% 3,9
#9 45 m Sinus venosus 57,5% 2,4 18
#12 3,5 w ASDII + VSD 71% (33,3%) 1,3 17 (50)
#14 60 w ASDI + ASDII 58,1% 2,4 12
#15 81 w Sinus venosus 68% 3,1 17
Tabelle 9: Hämodynamische Parameter
Die hämodynamischen Parameter wurden mittels einer Herzkatheteruntersuchung erhoben. Ei-
ne vorübergehende Sauerstoffvorlage beim Patienten #12 führte zu einer Abnahme des mPAs
und hatte ein deutliche Zunahme des Links-Rechts-Shunts zur Folge. Da zur Herstellung von
Korrelationen die Werte unter der Sauerstoffvorlage verwendet wurden, sind die Daten ohne
Sauerstoffvorlage in Klammern in der Tabelle aufgeführt. OP-Alter: Operationsalter der Pati-
enten [Monate]; Li-Re-Shunt: Links-Rechts-Shunt [%]; Qp/Qs: Quotient aus dem pulmonalen
(Qp) und systemischen (Qs) Blutfluss; mPA: mittlere pulmonal-arterielle Druck [mmHg]; m:
männlich; w: weiblich; ASD: Atrium-Septum-Defekt; LVF: Lungenvenenfehlmündung; VSD:
Ventrikel-Septum-Defekt; Re-OP: Reoperation.
4.2.2 Operationsdaten
Das mediane Operationsalter der Patienten von 78 Monaten entspricht einem Vorschulalter von
6 1/2 Jahre. Die Patienten wurden intraoperativ für im Median 90 Minuten (68,25 - 122,75) an
die Herz-Lungen-Maschine (HLM) angeschlossen, wovon 56 Minuten (30,75 - 74,25) lang die
Aorta abgeklemmt wurde.
Operative Daten Median 25/75% Perzentile
OP-Alter [Monate] 78 (49,5 - 82,5)
HLM-Dauer [min] 90 (68,25 - 122,75)
Aorten-Abklemmzeit [min] 56 (30,75 - 74,25)
Tabelle 10: Operationsdaten
Die operativen Daten sind als Median, sowie deren 25% - und 75% Perzentile angegeben. OP-
Alter: Operationsalter [Monate]; HLM-Dauer: Dauer in der die Patienten an die Herz-Lungen-
Maschine angeschlossen wurden [min]; Aorten-Abklemmzeit: Dauer der Aortaabklemmung
während die Patienten an die HLM angeschlossen waren [min].
4.2.3 Postoperative Daten
In unserer Studie ist kein Patient verstorben. Nach dem elektivem chirurgischen Verschluß be-
nötigten zehn Patienten eine vorübergehende Atemunterstützung und lediglich vier Patienten
geringe Mengen an Katecholaminen.
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Postoperative Daten Einheit Median 25-75% Perzentile
Hf 4h postop. [bpm] 120 (105 - 141,25)
Hf 24h postop. [bpm] 106 (92,5 - 115)
MAD 4h postop. [mmHg] 70 (61,25 - 75)
MAD 24h postop. [mmHg] 80 (70 - 83,75)
ZVD 4h postop. [mmHg] 6 (5,25 - 8,75)
ZVD 24h postop. [mmHg] 9 (5,5 - 10,75)
Volumen 4h postop. [ml/h/kg] 5,233 (3,325 - 7,442)
Volumen 24h postop. [ml/h/kg] 2,107 (1,710 - 3,027)
Diurese 4h postop. [ml/h/kg] 3,292 (2,749 - 4,107)
Diurese 24h postop. [ml/h/kg] 2,462 (1,8 - 3,496)
Kreatinin 4h postop. [mg/dl] 0,6 (0,6 - 0,875)
Kreatinin 24h postop. [mg/dl] 0,6 (0,6 - 0,775)
Troponin T 4h postop. [µg/l] 0,805 (0,61 - 1,18)
Troponin T 24h postop. [µg/l] 0,39 (0,21 - 0,57)
AST 4h postop. [U/l] 89 (64,5 - 137,25)
AST 24 postop. [U/l] 123 (83 - 158,75)
Laktat 4h postop. [mmol/l] 1,2 (0,825 - 2)
Laktat 24h postop. [mmol/l] 1,3 (0,925 - 1,7)
Tabelle 11: Postoperative Daten
Die operativen Daten sind als Median, sowie deren 25% - und 75% Perzentile angegeben. Alle
Daten wurden jeweils vier Stunden (4h) und 24 Stunden (24h) postoperativ (postop.) erhoben.
Die Werte für Kreatinin, Troponin T, AST (GOT) und Laktat wurden aus Blutproben bestimmt.
Hf: Herzfrequenz [bpm]; MAD: mittlerer arterieller Druck [mmHg]; ZVD: zentraler Venen-
druck [mmHg]; Volumen: Flüssigkeitszufuhr in Milliliter pro Stunde pro Kilogramm Körper-
gewicht des jeweiligen Patienten [ml/h/kg]; Diurese: Urinmenge in Milliliter pro Stunde pro
Kilogramm Körpergewicht des jeweiligen Patienten [ml/h/kg].
4.3 Untersuchung der Plasmaproben
4.3.1 BNP-Gehalt
In den Plasmaproben von insgesamt 14 Patienten konnte die Plasmakonzentration von BNP
nachgewiesen werden. Die Entnahme der Blutproben erfolgte intraoperativ vor dem Verschluß
des ASD (n = 13; w : m; 8 : 5), postoperativ am ersten Tag (n = 12; w : m; 8 : 4) und am zweiten
Tag nach dem chirurgischen Verschluß des ASDs (n = 8; w : m; 6 : 2).
Vor dem chirurgischen Eingriff konnten im Vergleich zur Referenzgruppe erhöhte BNP-Werte
nachgewiesen werden (55,923± 16,621 pg/ml). Lediglich die Patientin im Alter von 70 Jahren
zeigte mit einem BNP-Gehalt von 239 pg/ml laborchemisch Hinweis auf eine Herzinsuffizienz.
Der Schwellenwert für die Diagnose einer Herzinsuffizienz liegt bei etwa 100 pg/ml und hat
eine allgemeine Testspezifität von über 97%. Nach der operativen Aufhebung des Links-Rechts-
Shunts konnte am ersten postoperativen Tag fast eine Verfünffachung (270,5 ± 46,763 ng/ml)
bzw. am zweiten operativen Tag eine Erhöhung auf das Vierfache (234,25 ± 59,287 ng/ml) der
4.3 Untersuchung der Plasmaproben 39
initialen Werte nachgewiesen werden. Bei der Betrachtung der Mediane und Mittelwerte fällt
eine deutliche Zunahme des BNP-Gehaltes am ersten postoperativen Tag auf, welche im Laufe
des zweiten postoperativen Tages wieder rückläufig war. Der Verlauf wird in der nachfolgenden
Abbildung (Abb. 6) dargestellt.
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Abbildung 6: BNP-Gehaltes im Plasma
Messung des BNP-Gehaltes im Plasma vor und nach dem chirurgischen Verschluß des ASDs.
BNP intraop.: (n=13) intraoperativ gemessener BNP-Gehalt nach Heparingabe vor dem An-
schluß an die HLM; BNP 1 d postop.: (n = 12) am ersten postoperativen Tag gemessener BNP-
Gehalt; BNP 2 d postop.: (n = 8) am zweiten postoperativ Tag gemessener BNP-Gehalt. Die
Werte sind als interquartile Menge angegeben mit Min, Max, P25, P50 und P75.
Des Weiteren konnten wir keine positiven Korrelationen zwischen den basalen BNP-Werten vor
den ASD-Verschlüssen und den Shuntvolumina bzw der Q(p)/Q(s)s nachweisen. Eine positive
Korrelation zwischen den basalen BNP-Werten und dem postoperativen Katecholaminbedarf
vier Stunden (rs = 0,740; p = 0,003) und 24 Stunden (rs = 0,733; p = 0,004) postoperativ konnte
nachgewiesen werden.
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4.3.2 PIIIP-Gehalt
Im Übrigen konnte in den EDTA-Plasmaproben der 14 Patienten das Prokollagen-III-Peptid
nachgewiesen werden. Der Gehalt an PIIIP lag bis auf vier Patienten, im alterentsprechendem
Normbereich. Bei den vier Patienten handelt es sich um den jüngsten (3,5 Monate) und die
drei erwachsenen Studienteilnehmer (18, 27, 70 Jahre), die alle erhöhte Werte zeigten. Beim
Betrachten der Mediane (Abb. 7) fiel eine signifikante Abnahme des intraoperativen PIIIP-
Gehaltes im Serum im Vergleich zum ersten postopertiven PIIIP-Gehaltes (p = 0,005) auf und
eine leichte, nicht signifikante Abnahme des PIIIP-Gehaltes im Serum im Verlauf vom ersten
postoperativen (1d-postop.) auf den zweiten postoperative (2d-postop.) auf.
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Abbildung 7: PIIIP-Gehalt im Plasma
Die Messung des Prokollagen Typ III (PIIIP)-Gehaltes in den Plasmaproben erfolgte vor und
nach dem chirurgischen ASD-Verschluß. PIIIP intraop.: (n = 13) basaler PIIIP-Gehalt intra-
operativ gemessen nach Heparingabe, vor Anschluß an die HLM; PIIIP 1 d postop.: (n = 12)
PIIIP-Gehalt gemessen am ersten postoperativen Tag nach ASD-Verschluß; PIIIP 2 d postop.:
(n = 8) PIIIP- Gehalt gemessen am zweiten postoperativen Tag nach ASD-Verschluß. Die Werte
sind als interquartile Menge angegeben mit Min, Max, P25, P50 und P75.
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4.4 Messung der rechtsatrialen Genexpression von für das
myokardiale Remodeling entscheidenden Faktoren
Um den Einfluß der hämodynamischen Veränderungen bedingt durch den ASD auf das kind-
liche Myokard zu charakterisieren, wurde die Genexpression im rechtsatrialen Myokard unter-
sucht. Dabei betrachteten wir die Genexpression von Faktoren, die die Belastung, Schutz- und
Umbaumechanismen, sowie Apoptosevorgänge im Myokards beeinflussen.
Patient OP-Alter [Monate] Geschlecht Diagnose Li-Re-Shunt Qp/Qs
#1 81 w ASDII
#4 83 w ASDII 61,7% 2,6
#6 79 w ASDII
#7 76 w ASDII
#8 78 m ASDII
#9 45 m Sinus venosus 57,5% 2,4
#10 75 w ASDII + PDA
Tabelle 12: Patienten bei denen eine Myokardbiopsie entnommen wurde.
Zusammenfassung der Patientendaten deren Myokardproben für die quantitative Real-Time-
PCR verwendet wurden. OP-Alter: Operationsalter [Monate]; Li-Re-Shunt: Links-Rechts-
Shunt [%]; Qp/Qs: Quotient aus dem pulmonalen (Qp) und systemischen (Qs) Blutfluß; m:
männlich; w: weiblich; ASDII: Atrium-Septum-Defekt Typ II; PDA: persistierender Ductus ar-
teriosus.
4.4.1 Ergebnisse der qRT-PCR
Untersuchter Faktor Mittelwert ± SEM
ANF 89,646 (±2,920)
c-Fos 51,934 (±2,508)
Hsp70 86,656 (±2,684)
Hsp90 105,549 (±2,511)
Hsp32 53,006 (±1,997)
CT-1 61,983 (±2,009)
HIF-1" 77,970 (±3,098)
VEGF 57,629 (±2,281)
PIIIP 67,984 (±1,984)
FasL 37,094 (±1,675)
Bak 49,578 (±1,804)
Bcl-xL 72,135 (±2,036)
Tabelle 13: Ergebnisse der qRT-PCR
Die Tabelle faßt die errechneten Mittelwerte und ihre Standardfehler der bestimmten Faktoren
aller bearbeiteten Myokardproben zusammen. In diese Untersuchung wurden je 2 ng cDNA der
jeweiligen Proben verwendet. Zusätzlich wurde das zu untersuchende Gen auf das housekee-
ping Gen 18sRNA abgegelichen. SEM: Standardfehler des Mittelwertes (SEM = Standard Error
of Mean).
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Mechanischer Stress Im Myokard wurde mittels der qRT-PCR eine ANF-Konzentration
von 89,646 ± 2,920 gemessen, die als Marker für mechanischen Stress genutzt wurde.
Umbau des Myokards Darüber hinaus wurde die quantitative Expression von den early ge-
nes gemessen, die als Hinweis auf mögliche Umbauprozesse im Myokard dienten. Hier konnte
eine Expression von c-Fos (51,934 ± 2,508), sowie den Hsps nachgewiesen werden. Quantita-
tiv war das Hsp90 am meisten (105,549 ± 2,511), danach das Hsp70 (86,656 ± 2,684) und am
geringsten das Hsp32 (53,006 ± 1,997) nachweisbar.
Wachstum und Fibrosierung Im Rahmen des myokardialen Remodelings kommt es zur
vermehrten Hypertrophie, verstärkte Angiogenese und zunehmende Fibrose des Myokards.
In diesem Zusammenhang konnten folgende relevante Faktoren nachgewiesen werden: CT-1
(61,983 ± 2,009), HIF-1" (77,970 ± 3,098), VEGF (57,629 ± 2,281) und PIIIP (67,984 ±
1,984) .
Apoptose Schließlich untersuchten wir die apoptoseinduzierenden und -inhibierenden Fak-
toren, um ihre Beteiligung am myokardialen Remodeling bei Volumenüberbelatung zu definie-
ren. Diesbezüglich konnten der extrazelluläre proapoptotischen Faktor FasL (37,094 ± 1,675)
und die intrazellulär apoptoseregulierenden Faktoren, das proapoptotische Protein Bak (49,579
± 1,804) und das antiapoptotische Protein Bcl-xL (72,135 ± 2,036) nachgewiesen werden.
Patient Li-Re-Shunt Bak Bcl-xL Bak/Bcl-xL-Ratio
#1 51,97 73,20 0,710
#4 61,7% 53,89 80,25 0,672
#5 46,69 71,12 0,656
#6 54 73,20 0,738
#7 52,78 76,13 0,795
#8 57,5% 45,96 66,37 0,692
#10 41,77 64,67 0,646
Tabelle 14: Genexpression intrazellulärer Apoptosefaktoren und ihre Ratio
In dieser Tabelle sind die Einzelmeßwerte der intrazellulären Apoptosefaktoren der einzelnen
Probanden aufgeführt. Zur Beurteilung des Verhältnisses zwischen den anti- und proapoptoti-
schen Faktoren wurde die Bak/Bcl-xL-Ratio zwischen diesen Faktoren bestimmt. Li-Re-Shunt:
Links-Rechts-Shunt [%]; Bak: proapoptotisches Protein; Bcl-xL: antiapoptotisches Protein.
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4.4.2 Korrelationen zwischen den verschiedenen Faktoren, die das myokardiale
Remodeling beeinflussen
Mechanischer Stress undWachstum Zur Untersuchung eines möglichen Einflusses der
hämodynamischen Belastung auf das Myokards beim Vorliegen eines ASDs auf das myokar-
diale Wachstum, haben wir die Hypertrophie- (CT-1), Angiogenese- (HIF-1"), Fibrose- (PIIIP)
und Apoptose- (FasL, Bak, Bcl-xL) fördernden Faktoren mit dem ANF korreliert. Hierbei konn-
ten keine signifikanten Korrelationen gefunden werden. Die ANF-Expression korrelierte weder
mit der Expression von CT-1 (rs = 0,393; p = 0,341), noch mit derjeningen von HIF-1" (rs =
0,6; p = 0,242), bzw. von PIIIP (rs = 0,429; p = 0,297), weder mit der Expression der Apopto-
sefaktoren FasL (rs = -0,25; p = 0,545), Bak (rs = 0,357; p = 0,388), oder Bcl-xL (rs = 0,357; p
= 0,388).
Umbau und Wachstum Um einen möglichen protektiven Effekt der mechanischen Über-
belastung auf das Myokard zu eruieren, wurden Korrelationen zwischen der Expression von
CT-1 mit derjeningen von Hsp90 und Hsp70 untersucht. Hierbei fanden sich eine signifikant po-
stive Korrelation zwischen der Expression von CT-1 und Hsp90 (rs = 0,929; p < 0,001) (Abb. 8)
jedoch keine Korrelation zwischen CT-1 und der Expression und Hsp70 (rs = 0,357; p = 0,388)
(Abb. 9).
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Abbildung 8: Spearman-Korrelation: CT-1 vs. Hsp90
Positive Korrelation zwischen dem hypertrophieinduzierenden Faktor CT-1 mit dem zytopro-
tektiven Hsp90 (rs = 0,929; p < 0,001).
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Abbildung 9: Spearman-Korrelation: CT-1 vs. Hsp70
Keine Korrelation zwischen dem hypertrophieinduzierenden Faktor CT-1 mit dem zytoprotek-
tiven Hsp70 (rs = 0,357; p = 0,388) .
Wachstum und Angiogenese Des Weiteren untersuchten wir einen möglichen Zusam-
menhang zwischen der Myokardhypertrophie (CT-1) und der Expression des vaskulogenese-
fördernden Faktors HIF-1" und angiogeneseinduzierenden Faktors VEGF. Hierbei ergab sich
eine positive Korrelation zwischen der Expression von CT-1 und VEGF (rs = 0,964; p < 0,001)
(Abb. 10), sowie zwischen der Expression von HIF-1" und VEGF (rs = 1,0; p = 0,003) (Abb.
11).
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Abbildung 10: Spearman-Korrelation: VEGF vs CT-1
Positive Korrelation zwischen dem hypertrophieinduzierendem CT-1 mit dem vaskulogenese-
förderndem Faktor VEGF (rs = 0,964; p = 0,001).
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Abbildung 11: Spearman-Korrelation: VEGF vs HIF-1"
Positive Korrelation zwischen den vaskulogenesefördernden Faktoren VEGF mit dem HIF-1"
(rs = 1,0; p = 0,003).
Wachstum und Apoptose Als Nachweis der antiapoptotischen Wirkung von CT-1, ver-
mittelt durch die verstärkte Induktion von Bcl-xL, konnte eine positive Korrelation zwischen
der Expression von CT-1 und Bcl-xL gezeigt werden (rs = 0,929; p < 0,001) (Abb. 12).
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Bei dem Betrachten der apoptosefördernden Faktoren Bak und FasL mit CT-1 konnte lediglich
eine positive Korrelation zwischen der Expression von CT-1 und Bak (rs = 0,857; p = 0,006)
jedoch keine Korrelation zwischen der Expression von CT-1 und FasL (rs = 0,536; p = 0,181)
nachgewiesen werden.
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Abbildung 12: Spearman-Korrelation: Bcl-xL vs CT-1.
Postive Korrelation zwischen CT-1 und dem antiapoptotischen Faktor Bcl-xL (rs = 0,929; p <
0,001).
Apoptose und Fibrose Schließlich betrachteten wir einen möglichen Zusammenhang zwi-
schen der myokardialen Apoptose und Fibrose. Hierbei zeigte sich eine positive Korrelation
zwischen der Expression von myokardialem PIIIP und den intrazellulären Faktoren, dem proa-
poptischen Faktor Bak (rs = 0,893, p < 0,001) (Abb. 13) und dem antiapoptotischen Faktor
Bcl-xL (rs = 0,964; p < 0,001) (Abb. 14). Es fand sich keine Korrelation zwischen der Expres-
sion von PIIIP und dem extrazellulären proapoptotischen Faktor FasL (rs = 0,571; p = 0,150)
(Abb. 15).
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Abbildung 13: Spearman-Korrelation: Bak vs. PIIIP
Positive Korrelation zwischen PIIIP und dem intrazellulären proapoptischen Faktor Bak im
Myokard (rs = 0,893, p < 0,001).
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Abbildung 14: Spearman-Korrelation: Bcl-xL vs. PIIIP
Positive Korrelation zwischen PIIIP und dem intrazellulären antiapoptotischen Faktor Bcl-xL
im Myokard (rs = 0,964; p < 0,001).
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Abbildung 15: Spearman-Korrelation: FasL vs. PIIIP
Keine Korrelation zwischen PIIIP und dem extrazellulärem proapoptotischen Faktor FasL (rs =
0,571; p = 0,150) .
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4.5 Korrelationen zwischen der plasmatischen Freisetzung und
myokardialen Expression von Faktoren, die am myokardialem
Remodeling teilnehmen
In unserer Studie interessierte uns, ob die Bestimmung des Plasmagehalt von BNP und PIIIP
Rückschlüsse auf den Grad der Belastung und Fibrosierung des Myokards zuläßt. Hierfür haben
wir mögliche Korrelationen zwischen den Plasmawerten von BNP und PIIIP vor dem Verschluß
des ASDs mit den quantitativen Werten aus den Myokardproben, die mittels der qRT-PCR be-
stimmt wurden, untersucht. Des Weiteren hinterfragten wir, ob mechanische Belastungen zu
einer vermehrten Expression von Apoptosefaktoren im Myokard zur Folge haben. Dabei be-
trachteten wir Korrelationen zwischen den BNP-Gehalten im Plasma und den myokardial ge-
messenen Apoptosefaktoren FasL, Bak und Bcl-xL.
Myokardialer Stress Der basale BNP-Gehalt im Plasma korrelierte nicht mit der quantita-
tiv gemessenen Genexpression von ANF (rs = 0,290; p = 0,564) im rechtsatrialem Myokard.
Fibrosierung Auch der PIIIP-Gehalt im Plasma korrelierte nicht mit der im Myokard (rs =
0,143; p = 0,803) nachgewiesenen Expression.
Mechanischer Stress vs. Apoptose Es zeigten sich keine Korrelationen zwischen dem
basalem BNP und FasL (rs = -0,783; p = 0,058), Bak (rs = -0,406; p = 0,419), oder Bcl-xL (rs =
-0,087; p = 0,803).
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5 Diskussion
Angeborene Herzfehler sind die häufigste Ursache für eine Herzinsuffizienz im Kindesalter [1].
Sie sind mit einer Inzidenz von ca. 1% der Lebendgeborenen, die größte Gruppe der kongenita-
len Fehlbildungen [10]. Ihre klinische Bedeutung liegt in ihrer hohen Letalität und ist die viert
häufigste Ursache der Kindersterblichkeit in den westlichen Industrienationen [1]. Herzfehler
führen zu Veränderungen der Hämodynamik mit konsekutiver Fehlbelastung des Myokards.
Dies bedingt Strukturveränderungen des Myokards im Sinne eines myokardialen Remodelings
[12]. Zunächst überwiegt das adaptive Wachstum in Form einer Myokardhypertrophie [15]. Im
Verlauf verursacht chronische Überbelastung jedoch maladaptive Wachstumsprozesse, die zu
einer Zunahme von Fibrose und Apoptose im Myokard führen [75]. Bei einem Überwiegen der
maladaptiven Prozesse kommt es zur exzentischen Gefügedilatation, was letztendlich in eine
Dekompensation in Form einer Herzinsuffizienz mündet [3].
Ziel unserer Arbeit war es, den Einfluß der hämodynamischen Belastung auf das myokardiale
Remodeling bei Kindern mit einem ASD zu untersuchen. Dabei betrachteten wir die Genex-
pression von Belastungs-, Wachstums-, Apoptose- und Fibrosefaktoren im rechtsatrialen Myo-
kard, die beim myokardialen Remodeling vermehrt exprimiert werden und für den weiteren
Verlauf der Myokardumstrukturierung eine wichtige Rolle spielen. Hierbei interessierte uns vor
allem der Zusammenhang zwischen der belastungsinduzierten Hypertophie und der Expression
von Apoptosefaktoren. Zugleich untersuchten wir auch im Plasma der Patienten den Gehalt an
Belastungs- (BNP) und Fibrosefaktoren (PIIIP), um zu eruieren, ob diese als spezifische Marker
für den Zustand des Myokard dienen können.
5.1 EDTA-Plasmaproben
5.1.1 BNP
Die Messung des BNP sollte Informationen über den kardiovaskulären Zustand der Patienten
geben, um diejenigen, mit latenter Herzinsuffizienz zu erkennen [76]. Darüber hinaus erhofften
wir Zusammenhänge zwischen dem BNP-Wert, der leicht im Plasma zu bestimmen ist, und den
intramyokardialen Markern des Remodelings [77].
Die präoperative Blutuntersuchungen zeigten bei unseren Patienten erhöhte BNP-Werte, die
nach dem Verschluß am offenen Herzen um ein Mehrfaches angestiegen und im Verlauf des
zweiten postoperativen Tages bereits rückläufig waren. Dieses Phänomen ist in der Literatur
auch nach interventionellem ASD-Verschlüssen mittels septalen Okkludern von Muta et al.
[78] beschrieben worden, wobei die gemessenen BNP-Plasmakonzentrationen nicht auf das
Mehrfache angstiegen waren. In ihrer Studie entsprach das Alter und Geschlechtverhältnis der
Patienten unserer Studienkohorte, wodurch diese Faktoren für den unterschiedlichen Anstieg
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des BNP-Gehaltes im Plasma keine Einfluß haben sollten. Als mögliche Ursachen für diese
unterschiedlichen Plasmakonzentrationen kommen entweder die verschiedenen Methoden des
Verschlusses, oder unterschiedlich große Li-Re-Shunts bei den Patientengruppen in Frage, wel-
che nach der Okklusion zu verschieden starken Mehrbelastung des linken Herzens führen. Eine
pathophysiologische Erklärung für den initial starken Anstieg des BNP-Gehaltes wäre, dass der
Verschluß des ASDs zu einer kurzfristigen Volumenmehrbelastung des linken Herzens führt.
Somit wäre die BNP-Plasmakonzentration ein effiktiver Marker für die Evaluation der Vorlast
nach ASD-Verschluß. Als eine weitere Ursache wäre die mechanische Dehnung des Myokards
durch den Herzchirurgen und den Anschluß an die HLM denkbar.
In unserer Studie konnten wir den in der Literatur beschrieben Zusammenhang zwischen dem
initial erhöhten BNP-Werte und dem Li-Re-Shunt bzw. dem Q(p)/Q(s)-Ratio, oder der RVP
[76, 79, 80] nicht nachweisen. Ein möglicher Grund hierfür könnte gewesen sein, dass nur die
wenigsten Patienten mittels Herzkatheter untersucht wurden und die nicht invasive Schätzung
des Links-Rechts-Shunts mittels Echokardiographie keine genaue Datenanalyse erlaubt.
5.1.2 PIIIP
Bei der Untersuchung der PIIIP-Blutkonzentrationen sollte geklärt werden, ob der Nachweis
vom Prokollagen Typ III im Plasma als ein Indikator für die myokardiale Fibrosierung dienen
kann. Hierfür untersuchten wir zusätzlich die PIIIP-Expression im Myokard, um anschließend
eine mögliche Korrelation zwischen den aus dem Plasma und Myokard gewonnen Werten zu
untersuchen. Das Prokollagen Typ III wird bereits als Nachweis für die Kollagensynthese bei
Leberfibrose verwendet [81] und als ein Indikator für myokardiale Veränderungen diskutiert
[82].
In unserer Studie konnten wir Normwerte für den PIIIP-Gehalt im Plasma bei unseren Patien-
ten im Kindesalter finden. Lediglich bei den erwachsenen (18, 27, 70 Jahre) und dem jüngsten
Studienteilnehmer (3,5 Monate) konnten erhöhte Werte nachgewiesen werden. Hier stellt sich
einerseits die Frage, ob die altersabhängigen Referenzbereiche, die mit dem Alter stark ab-
nehmen für das Säuglingsalter falsch definiert sind, und ob andererseits bei den erwachsenen
Patienten unserer Studie bereits Veränderungen der Herz- und Leberstruktur vorliegen.
Ein weiterer Befund unserer Arbeit ist, dass bei unseren Patienten eine Fibrosierung des Myo-
kards anhand der Genexpression von PIIIP nachgewiesen werden konnte. Die myokardiale Gen-
expression des PIIIP korrelierte allerdings nicht mit den im Plasma gemessenen PIIIP-Gehälter.
Ein Grund hierfür könnte die in der Literatur beschrieben unvollständige Abspaltung des Pro-
peptids (PIIIP) vom Prokollagen III sein, das gelegentlich erst bei der Degradierung des Kol-
lagens freigesetzt wird [83, 82]. Andererseits wird das PIIIP nicht ausschließlich im Herzen
synthetisiert und ist nicht spezifisch für die Fibrosierung des Herzens. Somit dient PIIIP auch
in unserer Studie, wie schon in der Literatur beschrieben, nicht als spezifischer biochemischer
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Marker für die myokardiale Fibrosierung [84, 85]. In diesem Zusammenhang wäre die Un-
tersuchung des Prokollagen vom Typ I als ein möglicher Marker interessant [86], da sich das
Verhältnis dieser beiden Kollagene bei kardialen Erkrankungen mit Volumenüberbelastung zu
Gunsten des Kollagen Typ I verschiebt [87]. Somit wäre der Nachweis von Prokollagen Typ I
für die myokardiale Fibrosierung spezifischer [86, 87], als der Nachweis des Prokollagens Typ
III. Hier wäre die Messung des Carboxy-terminalen Propeptids des Kollagen Typ I (PICP) sinn-
voll, da hier ein stochiometrisches Verhältnis von 1:1 zum produzierten Kollagen Typ I vorliegt
[83].
5.1.3 Korrelationen zwischen der Hämodynamik und BNP-Plasmawerten
Die Verwendung von BNP als Marker des Schweregrades der kardialen Funktionsstörung hat
sich schon in der Klinik bewährt [88]. In Veröffentlichungen wird eine positive Korrelation zwi-
schen der BNP-Plasmakonzentration und dem Links-Rechts-Shunt beschrieben [80, 79, 89],
die wir in unserer Studie nicht nachweisen konnten. Jedoch erhoben wir eine positive Korre-
lation zwischen dem präoperativen BNP-Gehalt und dem postoperativen Bedarf an Dobutamin
nachweisen. Hier zeigten Patienten, bei denen präoperativ erhöhte BNP-Werte nachgewiesen
wurden, nach dem ASD-Verschluß und mit der damit verbundenden Umstellung der hämo-
dynamischen Verhältnisse im Herzen initiale Anpassungsstörungen, die durch eine vorüber-
gehende Gabe von Katecholaminen kontrolliert werden mussten. Somit wäre der präoperative
BNP-Plasmawert, als Prädiktor für die Entwicklung einer postoperativen Myokarddysfunktion
zu verwenden [90].
5.2 Genexpression im rechtsatrialem Myokard
Die hämodynamische Mehrbelastung der Kardiomyozyten fungiert als extrazellulärer Stimu-
lus und erzeugt eine gesteigerte Wandspannung bzw. induziert vielseitige zelluläre Reaktio-
nen, die zelluläre phänotypische Veränderungen, wie Wachstum, Apoptose [75], Migrationen
und veränderte Genexpressionen mit sich führen [12]. Die Aktivierung von intrazellulären Si-
gnaltransduktionwegen, besonders die der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPKs), Se-
rin/Threonin Kinasen, stellen die primäre zelluläre Antworten dar. Die MAPKs, bestehend aus
den extrazellulär signalregulierenden Kinasen (ERKs), c-jun NH2-terminalen Kinasen (JNKs)
und p38-MAPKs werden durch Phosphorylierung an den Threonin- und Tyrosin-Resten akti-
viert und spielen eine entscheidende Rolle in der Zelldifferenzierung, dem Wachstum und der
Apoptose [2, 15, 3].
In unserer Studie konnten wir eine hämodynamische Mehrbelastung des Myokards bei Patien-
ten mit ASD nachweisen. Zusätzlich war die Genexpression von ANF erhöht. Wir postulieren,
dass der erhöhte Mitteldruck, der im rechten Vorhof bei ASD-Patienten besteht, verantwort-
lich für die vermehrte Expression gewesen ist. Als weitere Indikatoren für zellulären Stress
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wiesen wir eine erhöhte Expression von Hsps, die zytoprotektive Funktionen besitzen, in den
Myokardbiopsaten nach. Des Weiteren konnte in den Biopsaten eine vermehrte Expression von
CT-1 [23], HIF-1" [91, 49], VEGF [49] und c-Fos [37]nachgewiesen werden. Diese Mediato-
ren werden aufgrund der gesteigerten Wandspannung der Kardiomyozyten und die damit ver-
bundende Aktivierung des RAAS verstärkt exprimiert [72]. Zugleich verhindert die vermehrte
Wanddehnung über den SACs/PI-3K/Akt-Signalweg die Inaktivierug von HIF-1" durch die
zellulären Proteasome. Dies führt zu einem gesteigerten intrazellulären Gehalt an HIF-1" [52].
Die Ansammlung von HIF-1" führt zu einer vermehrten Exprimierung von VEGF über die
Aktivierung der ERK/c-Fos-Signalwegs [49]. Dieser Signalweg wird auch durch Ang II durch
eine vermehrten Phosphorylierung von HIF-1" angeregt, wodurch die Transkriptionsaktivität
von HIF-1" erhöht wird [52]. Die Aktivierung dieses ERK/c-Fos-Signalwegs würde auch den
erhöhten Nachweis von c-Fos erklären [15, 52, 38, 48, 92]. Eine vermehrte Expression von
CT-1 kann durch das RAAS bzw. AngII über den Jak/STAT3-Signalweg eklärt werden, wo-
durch die Hypertrophie der Kardiomyozyten [15, 23] und eine vermehrte Expression von VE-
GF [23, 48, 93] begründet werden kann. Des Weiteren ist auch eine vermehrte Expression von
den Hsps über den CT-1/p42/44MAPK/NF-IL-6-Signalweg beschrieben [23, 44]. Wobei CT-1
mehr das Hsp90, als das Hsp70 induzieren soll [94]. Auch wir konnten eine vermehrte Expres-
sion von Hsp90 gegenüber Hsp70 in den Biopsaten nachweisen, wobei das Hsp90 auch unter
normalen Bedingungen quantitativ am meisten im Zytoplasma vorliegt [40, 95].
Die Apoptose spielt beim myokardialen Remodeling eine bedeutsame Rolle. In unseren Myo-
kardproben konnten wir Apoptosefaktoren in folgender abnehmender Reihenfolge nachweisen:
Bcl-xL, Bak und FasL. Diese Beobachtung läßt annehmen, dass bei Kindern im Vorschulal-
ter mit einem ASD, der Anteil der antiapoptotischen wirkenden Signalwege überwiegt. Ein
Grund hierfür könnten die antiapoptotische Wirkungen der Hsps und des CT-1 sein [23, 44].
Die Hsps greifen an verschiedenen Stellen der Caspase-Kaskade ein und schwächen eine in-
duzierte Apoptose ab, vorallem über den intrinsischen Weg. Der intrinsische Signalweg, cha-
rakterisiert durch MOMP, Cytochrom c-Freisetzung, Apoptosomen-Herstellung und Caspase-
Aktivierung, wird an verschiedenen Etappen durch die Hsps unterbunden [33]. Hierbei bindet
das Hsp27 an das freigesetzte Cytochrom c und verhindert somit die Bindung an das Apaf-1
Protein [43, 34]. In der fortgeschrittenden Signalkette hemmt das Hsp90 die Zusammensetzung
von Apaf-1/Cytochrom c-Komplexen zu Apoptosomen, während Hsp70 die Rekrutierung der
Procaspase-9 durch die Apoptosome verhindert [43, 34].
In unserer Studie fanden wir eine positive Korrelation zwischen der CT-1-Expression und der
Expression der intrazellulären Apoptose-Faktoren Bcl-xL und Bak. Dagegen konnten wir keine
Korrelation zwischen der Expression von CT-1 und der Expression des extrazellulären Apoptose-
Faktor Fas-L nachweisen. Diese Beobachtung läßt vermuten, dass die vermehrte Expression
von CT-1 aufgrund mechanischer Belastung, zugleich zu einer vermehrten Expression von in-
trazellulären Apopotosefaktoren führt. Dabei kommt es zu einer Vermehrung der pro- und an-
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tiapoptotischen Faktoren, wobei die Bak/Bcl-xL-Ratio initial zugunsten von Bcl-xL liegt. Eine
Erhöhung der Bak/Bcl-xL-Ratio würde zur Apoptose der Kardiomyozyten führen und somit
maladaptive Veränderungen im Myokard fördern [96, 97, 98]. Dabei führt die Homodimerisa-
tion von Bak zur seiner Inkorporation in die mitochondriale Membran, wodurch ein reduziertes
Membranpotential (MOMP) zur Freisetzung von Cytochrom c und die Aktivierung der intra-
zellulären Apoptosekaskade zur Folge hat [34].
Als ein Hinweis auf ein Zusammenspiel zwischen der myokardialen Fibrosierung und Apoptose
konnten positive Korrelationen zwischen den intrazellulären Apoptosefaktoren und dem PIIIP
hergestellt werden. Dabei zeigt sich eine stärkere Wechselwirkung zwischen PIIIP und Bcl-
xL, als zwischen PIIIP und Bak. Dieser Zusammenhang konnte bereits in der Fibrosierung der
Leber bei chronischer Hepatitis C nachgewiesen werden [99].
Schlußfolgernd konnten wir bereits bei Kindern und Jugendlichen mit einem ASD Veränderun-
gen des Myokards im Sinne eines myokardialen Remodelings nachweisen, und eine vermehrte
Expression von Apoptosefaktoren mit einer Verschiebung der Apoptose-Balance zu Gunsten
der antiapoptotischen Faktoren zeigen.
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6 Zusammenfassung
Herzfehler gehen mit einer hämodynamischen Belastungen des Myokards einher, auf welche
strukturelle Veränderungen im Sinne des myokardialen Remodelings folgen können. Hierbei
führen Adaptionsmechanismen initial zu einer Myokardhypertophie, die jedoch im Verlauf
durch eine Gefügedilatation des Myokards, das Herz in eine Herzinsuffizienz münden lassen
können. Die pathophysiologischen Mechanismen, die die primären Adaptionsmechanismen in
eine Gefügedilatation des Myokards konvertieren lassen, sind noch unvollständig geklärt.
Ziel dieser Arbeit war es, bei Kindern mit einem ASD den Einfluss der hämodynamischen
Belastung auf das myokardiale Remodeling zu untersuchen. Dabei betrachteten wir insbeson-
dere die Rolle der Apoptose, als mögliche Ursache für die Gefügedilatation des Herzes nach
initialer Myokardhypertrophie. Hierfür untersuchten wir die Zusammenhänge zwischen Hyper-
trophie, Apoptose und Fibrosierung des Myokards. In diesem Zusammenhang analysierten wir
die Aussagefähigkeit von Plasmaproben im Bezug auf die myokardiale Belastung und Struk-
turveränderungen.
Wir betrachteten 15 Patienten, zwei Drittel unseres Kollektivs war weiblich. Das Alter der Pati-
enten betrug im Median 6,5 Jahre, wobei der jüngste Patient 3,5 Monate und der älteste Patient
69 Jahre alt war.
Im Rahmen unserer Arbeit wurde BNP, als Parameter für die myokardiale Belastung, und PIIIP,
als Parameter für die myokardiale Fibrosierung, im Plasma bestimmt und diese Konzentratio-
nen mit den Messungen aus den Myokardproben verglichen. Hierbei zeigte sich, dass Kinder
mit einem ASD keine erhöhten BNP-Werte aufweisen. Lediglich postoperativ konnten stark er-
höhte BNP-Konzentrationen nachgewiesen werden, die sich innerhalb weniger Tage nach der
mechanischen Belastung der Operation wieder normalisierten. Keine Korrelationen zeigten sich
zwischen den BNP- und PIIIP-Konzentrationen der Plasmaproben mit den Ergebnissen aus den
Myokardproben. Schlußfolgernd kann aus den Plasmaproben keine Aussage über den Zustand
des Myokards gewonnen werden.
Um den Einfluß der hämodynamischen Veränderungen bedingt durch den ASD auf das kind-
liche Myokard zu charakterisieren, wurde die Genexpression im rechtsatrialen Myokard un-
tersucht. Dabei betrachteten wir die Genexpression von Faktoren, die die Belastung, Schutz-
und Umbaumechanismen, sowie Apoptosevorgänge im Myokards beschreiben. Dies erfolgte
mittels der quantitativen real time PCR nach vorheriger RNA-Extraktion und cDNA-Synthese.
Als Ausdruck der mechanischen Belastung konnten wir eine verstärkte ANF-Expression nach-
weisen. Mit Hilfe der early genes, Hsps und c-Fos, die bei mechanischem Stress vermehrt ex-
primiert werden, konnten wir Umbauaktivitäten in den Kardiomyozyten bestätigen. Verifiziert
werden konnte auch das Wachstum in Form von Hypertrophie, Angiogenese und Fibrosierung
durch den Nachweis von CT-1, HIF-1" , VEGF und PIIIP. Dabei diente CT-1 als Hypertro-
phieindikator, HIF-1" als mechanischer Stress- und Hypoxieindikator, VEGF als Angiogene-
6 Zusammenfassung 56
seindikator und PIIIP als Nachweis für die Fibrosierung des Myokards. Schließlich wurde die
Genexpression von apoptoseinduzierenden (FasL, Bak) und -inhibierenden Faktoren (Bcl-xL)
bestimmt.
Unsere Ergebnisse zeigten eine positive Korrelationen der durch mechanischen stressinduzier-
ten Hypertrophie (CT-1) mit den zellulären Schutzmechanismen (Hsp90) (r = 0,929), sowie
einen Zusammenhang zwischen dem angiogeneseförderndem Faktor VEGF mit den wachs-
tumsinduzierenden Faktoren CT-1 (r = 0,964) und HIF-1" (r = 1,0). Eine weitere Beobachtung
ist die positive Korrelation zwischen dem Hypertrophieindikator CT-1 mit den intrazellulären
Apoptosefaktoren Bak (r = 0,857) und Bcl-xL (r = 0,929), wobei sich keine Wechselbeziehung
zu dem extrazellulären apoptoseinduzierendem Faktor FasL (r = 0,536) darstellte.
Aufgrund dieser Beobachtung kann auf das Vorliegen einer Aktivierung der intrazellulären
Apoptosefaktoren bei mechanischer Belastung gefolgert werden. Die Analyse der Bak/Bcl-
xL-Ratio zeigt ein Überwiegen von Bcl-xL, welche den kardial kompensierten Status unserer
Patienten wiederspiegelt. Eine wichtige Beobachtung ist die Korrelation zwischen dem antia-
poptotischen Bcl-xL und der Fibrosierung (PIIIP), die bereits bei der Leberfibrosierung nach-
gewiesen wurde und bei Patienten mit ASD einen Indikator für eine beginnende myokardiale
Strukturveränderung im Sinne des myokardialen Remodelings darstellen könnte.
Schlußfolgernd konnten wir bereits bei Vorschulkindern mit einem ASD ein myokardiales Re-
modeling nachweisen. Dabei konnten wir zeigen, dass durch eine Volumenüberbelastung proa-
poptotische Faktoren aktiviert werden und somit die Apoptose als Initiator für den Übergang
von einer kompensierten Hypertrophie in eine dekompensierende Herzinsuffizienz denkbar ist,
wobei zu Beginn die Aktivierung von Apoptose-Schutzmechanismen eine Transition am ehe-
sten hinauszögert.
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